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AC: Adenilato ciclasa. 
AMPc: Adenosín monofosfato cíclico. 
ANOVA: Analysis of variance, análisis de varianza. 
BPQ: Body perception questionnaire  
CIND: Diffuse noxious inhibitory controls, controles inhibidores nocivos difusos. 
Cis-ACPD: Agonista del receptor NMDA. 
CPM: Conditioned pain modulation, modulación condicionada del dolor. 
CREB: cAMP response element-binding, factor de transcripción. 
CTOP: Antagonista de MOR. 
D(1-5): Diferentes receptores dopaminérgicos, del 1 al 5. 
DAMGO: [D-Ala, N-Met-Phe,Gly-ol]-enkephalin, agonista de MOR. 
D-AP5: Antagonista de NMDA. 
EBF: Low frencuency stimulation, estimulación de baja frecuencia. 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid, ácido etildiaminotetraacético. 
EIDF: Escala de impacto diario de la fatiga. 
EGTA: Ethylene glycol tetracetic acid, ácido etilglicoltetraacético. 
ETM: Error típico de la media. 
FIQ: Fibromyalgia impact questionnaire, cuestionario de impacto de la fibromialgia sobre la salud. 
GABA: Gamma-aminobutyric acid, Ácido gamma aminobutírico. 
Gi: Proteína G inhibidora. 
GRK: Proteína quinasa del recpetor acoplado a proteína G. 
Gs: Proteína G estimuladora. 
HAQ: Health assessment questionnaire, questionario de incapacidad. 
HRP: Horseradish peroxidase, peroxidasa de rábano picante. 
IC50: Half maximal inhibitory concentration, concentración para inhibición de la mitad del máximo. 
i.p.: vía interperitoneal. 
IRSN: Inhibidor de la recaptación de serotonina y noradrenalina. 
LCRA: Líquido cefalorraquídeo artificial. 
LNR: Ligadura del nervio raquídeo. 
MHLC: Multidimensional health locus of control, escala multidimensional de locus de control sobre 
la salud. 
MOR: Receptor opioide µ. 
NMDA: N-metil-D-aspartato. 
NeuN: Neuronal nuclear antigen, antígeno nuclear neuronal. 
NR1: Subunidad 1 del receptor NMDA. 
NR2B: Subunidad 2B del receptor NMDA, isoforma de la NR2. 
PAG: Sustancia gris periacueductal. 
PBST: Phosphate Buffered Saline Tween, Tampón fosfato salino con Tween. 
PET: Positron emission tomography, tomografía de emisión de positrones. 
PCS: Pain catastrophizing scale, escala de catastrofismo frente al dolor. 
PKC: Proteínquinasa C. 
PLC: Fosfolipasa C. 
PLP: Long-term potentiation, potenciación a largo plazo. 
PMSF: Phenylmethanesulfonylfluoride, fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 
pNR1ser889: Subunidad NR1 fosforilada (en el residuo Ser889) 
PVN: Núcleo paraventricular del hipotálamo. 
PPT: Pressure pain threshold test, test de umbral de presión profunda. 
PSD-95: Postsynaptic density protein, proteína postsináptica. 
SC: Sensibilización central. 
SCH23390: Antagonista de D1. 
SDS: Sodium dodecyl sulfate, dodecilsulfato sódico. 
SF-36: Cuestionario sobre la calidad de vida. 
SKF38393: Agonista de D1. 
SNC: Sistema Nervioso Central. 
SRD: Subnúcleo reticular dorsal 
TB: Tampón de bloqueo. 
TENS: Transcutaneous electrical nerve stimulator, estimulador nervioso eléctrico transcutáneo. 
vGAT: Transportador vesicular de GABA. 
vGLUT2: Transportador vesicular de glutamato 2. 
WDR: Wide range neurons, neuronas de rango dinámico amplio. 






La modulación endógena de la información somatosensorial por las vías 
descendentes dopaminérgicas resulta fundamental en los procesos de 
plasticidad sináptica en las astas posteriores de la médula espinal asociados 
a la generación de Sensibilización Central. Dicha modulación se lleva cabo 
principalmente mediante dos tipos de actuaciones: (i) la activación directa 
de los diferentes subtipos de receptores de la dopamina y (ii) el 
desencadenamiento de mecanismos de interacción con otras familias de 
receptores implicados en la regulación de la información somatosensorial. 
Con el objetivo de esclarecer el papel de los receptores D1 (D1R) y D2 
(D2R) en la hiperexcitabilidad medular en un modelo de dolor neuropático 
por ligadura del nervio raquídeo L5 (LNR), así como las interacciones entre 
dichos receptores y los receptores opioide del subtipo µ (MOR) y 
glutamatérgico NMDA, hemos registrado la variación de los potenciales 
evocados por fibras C en respuesta tanto a la administración de fármacos 
específicos como a patrones de estimulación eléctrica caracterizados por 
una determinada frecuencia. Además, hemos empleado análisis por Western 
blot y hemos estudiado las muestras mediante microscopía confocal para 
evaluar los cambios en la expresión de los receptor en las diferentes 
condiciones de experimentación así como para comprender, desde el punto 
de vista anatómico, el tipo de interacciones observadas entre los mismos. 
Respecto a D1R, los resultados revelan su implicación en la constitución 
de un mecanismo endógeno de represión de la plasticidad sináptica 
mediante el reclutamiento de MOR, cuyo funcionamiento continuado, sin 
embargo, puede paradójicamente facilitar el establecimiento de una 
sensibilización. Además, y aparentemente de forma paralela, D1R también 
interacciona con NMDA, facilitando la hiperexcitabilidad que promueve este 
receptor, así como su fosforilación. 
En relación a D2R, hemos observado una interacción superaditiva entre 
este receptor y MOR, encontrándose ambos receptores sobreexpresados en 
las densidades sinápticas de las neuronas de las astas posteriores de los 
animales con dolor sostenido. 
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Finalmente, hemos establecido un protocolo de estimulación eléctrica 
para el desencadenamiento de la respuesta condicionada de modulación 
difusa del dolor (CPM), compuesta en parte por los sistemas descendentes 
que operan en astas posteriores, mediante la aplicación de una estimulación 
eléctrica transcutánea (TENS) heterotópica al lugar evaluado. Este protocolo 
representa una alternativa efectiva, funcional y cómoda tanto para el 








1. Vías descendentes dopaminérgicas. 
1.1. Neuroquímica y neuroanatomía 
El sistema nervioso periférico se encarga de transmitir la información del 
medio en forma de señales aferentes al sistema nervioso central (SNC). 
Algunas de ellas, son de carácter nociceptivo, y la progresión de estas 
señales hacia centros supraespinales puede activar en éstos una serie de 
sistemas de control descendente del dolor que intervienen sobre la médula 
espinal, modulando el ascenso de nuevas señales. Actualmente, aún se 
desconoce parte de este mecanismo, ya que su organización es ciertamente 
compleja y en él intervienen diversos neurotransmisores y diferentes 
regiones del SNC. Además, junto con los sistemas descendentes inhibitorios 
se han identificado sistemas descendentes que facilitan la nocicepción y 
podrían jugar un papel en la patogénesis de algunas formas de dolor, lo cual 
complica aún más su estudio. 
Entre los sistemas descendentes inhibitorios destacan dos que parecen 
distinguirse por su anatomía y por los contextos experimentales en los que 
se han caracterizado: los controles dependientes de la sustancia gris 
periacueductal (PAG) y los controles inhibitorios difusos del dolor (CIND). 
Respecto al primero de ellos es importante señalar que la PAG envía axones 
tanto de carácter excitador como inhibidor a diversos centros del bulbo 
raquídeo, especialmente al núcleo magno del rafe, al núcleo reticular 
gigantocelular y al núcleo reticular paragigantocelular, estructuras en las 
cuales se originan proyecciones descendentes de naturaleza noradrenérgica 
y serotoninérgica que producen una disminución de la transmisión 
nociceptiva en las astas posteriores (Millan, 2002; Morgan et al., 2008). En 
relación a los CIND, las neuronas que median la acción de estos controles 
se localizan en la porción más caudal del bulbo raquídeo, fundamentalmente 
en el subnúcleo reticular dorsal (SRD), y proyectan sus axones 
descendentes de forma difusa a través de los cordones dorsolaterales de la 
sustancia blanca medular hasta las astas posteriores de la totalidad de los 
segmentos medulares y al núcleo espinal del trigémino. A través de este 
circuito redundante espino-supraespino-espinal, las neuronas del SRD 
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pueden ser activadas por la descarga de aferentes primarios de tipo Aδ y C 
reclutados por estímulos de rango nocivo, y producen a su vez un efecto 
depresor sobre la nocicepción, de carácter difuso, por medio de sus 
proyecciones descendentes (Bouhassira et al., 1992). Estudios de 
laboratorio en animales y en sujetos humanos sugieren la participación de 
sinapsis serotoninérgicas, noradrenérgicas y opioidérgicas en la acción de 
los CIND. De hecho, actualmente se están realizando estudios buscando 
una potenciación de los CIND mediante estrategias farmacológicas que 
manipulen el sistema monoaminérgico bloqueando la facilitación 
descendente para reducir el dolor crónico (Bannister et al., 2015). 
La influencia tónica de los controles descendentes ha sido estudiada 
mediante el bloqueo de las vías moduladoras. A nivel de comportamiento, el 
efecto causado por el bloqueo es predominantemente una facilitación de los 
reflejos, aunque la influencia descendente depende del método de 
estimulación utilizado (Kauppila et al., 1998). En los últimos años se están 
aportando evidencias considerables sobre la participación de los sistemas 
descendentes en condiciones de dolor persistente, inflamatorio o 
neuropático, revelando un efecto dual, facilitador e inhibidor. Por ello, es 
importante utilizar diferentes modelos de daño periférico en los que las dos 
respuestas descendentes sean activadas. De este modo, se podrán estudiar 
los factores que provocan que la inhibición predomine en algunos grupos 
neuronales y la facilitación en otros (Vanegas y Schaible, 2004). 
Centrándonos en los tipos de receptores que intervienen en la 
modulación descendente del dolor en las neuronas de las astas posteriores 
de la médula espinal se deben destacar los receptores de la serotonina, 
noradrenalina y dopamina. Respecto a la dopamina podemos señalar que es 
una de las principales catecolaminas que actúa como neurotransmisor en el 
SNC y que controla una gran variedad de funciones como la actividad 
motora, endocrina, el aprendizaje, la memoria, la emotividad, la afectividad 
y la motivación. Su intervención como modulador de la actividad sensorial 
cobra especial protagonismo en el estudio de la nocicepción (Missale et al., 
1998). La dopamina, como tal, no atraviesa la barrera hematoencefálica 
pero sí sus precursores, fenilalanina y tirosina y a partir de ellos se produce 
su biosíntesis en el citosol de los terminales nerviosos dopaminérgicos 
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(Fuxe et al., 1965). Una vez sintetizada se libera en la hendidura sináptica 
gracias a la fusión de las vesículas en la membrana presináptica producida 
al activarse los canales de Ca2+ dependientes de voltaje. De este modo, la 
dopamina se difunde hasta unirse con los receptores localizados a nivel pre 
y postsináptico. 
Anatómicamente, las fibras diencefaloespinales dopaminérgicas proceden 
casi exclusivamente de la región A11 (Skagerberg y Lindvall, 1985; 
Holstege y Kuypers, 1987) y descienden a la médula espinal, mayormente 
de forma unilateral, inervando difusamente las astas posteriores 
superficiales así como algunas láminas profundas (Skagerberg et al., 1982, 
1988; Holstege y Kuypers, 1987). Estas fibras modulan la señal nociceptiva 
actuando directamente sobre axones aferentes primarios, neuronas de 
segundo orden e interneuronas excitadoras. (Skagerberg et al., 1982, 1988; 
Holstege y Kuypers, 1987). 
1.2. Su influencia en el dolor agudo y en el dolor persistente 
La temporalidad representa uno de los criterios más utilizados para 
diferenciar el dolor agudo del dolor crónico, no obstante, existen otros 
criterios que pueden determinar más acertadamente un tipo de dolor. El 
dolor agudo suele experimentarse tras un estímulo leve o intenso y en 
principio es la respuesta a un mecanismo adaptativo. Habitualmente, su 
causa es determinada y tratada limitando su duración. Por el contrario, una 
de las características del dolor crónico es que persiste a lo largo del tiempo 
y en muchos casos su causa es difícil de determinar. El dolor crónico suele 
ser el resultado de algo mucho más amplio que el reflejo directo de un daño 
físico, interviniendo una combinación de factores psicológicos, sociales y 
físicos. Sus síntomas nociceptivos más comunes son quemazón espontánea, 
sensación de dolor ante estímulos táctiles inocuos (alodinia) y sensación de 
dolor desproporcionado ante estímulos nocivos (hiperalgesia) (Woolf, 2007). 
Algunos de estos síntomas y signos se derivan de que el paciente haya 
desarrollado una sensibilización central (SC), la cual puede considerarse 
también uno de los criterios para diferenciar el dolor agudo del crónico. La 
SC se manifiesta a través de dolor espontáneo o persistente, ampliación de 
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los campos receptivos de las neuronas nociceptivas medulares, así como de 
aparición de hiperalgesia y alodinia (Woolf, 2011). 
Aunque los factores que intervienen en el desarrollo de una SC no se 
conocen con precisión, se ha demostrado la participación de diversos 
fenómenos de plasticidad neuronal inducidos por la actividad aferente del 
sistema nervioso periférico. Diversos estudios muestran que una 
estimulación continua de baja frecuencia (EBF) como resultado de una 
inflamación aguda o una estimulación eléctrica de alta frecuencia pueden 
inducir una potenciación sináptica de la señal transmitida por las fibras C 
aferentes a las neuronas de segundo orden de la superficie de las astas 
posteriores, incluyendo a las neuronas de rango dinámico amplio (WDR) 
localizadas en láminas más profundas (Svendsen et al., 1999a,b; Ikeda et 
al., 2000, 2003). El denominador común entre estos fenómenos es el papel 
desencadenante que juega el ingreso de señal nociceptiva de gran 
intensidad a la médula espinal desde la periferia a través del sistema 
aferente primario. Es destacable la importancia de las descargas aferentes 
de alta frecuencia a través de las fibras amielínicas de calibre fino o fibras 
C, especializadas en la transmisión de información de carácter 
termoalgésico, puesto que dichas descargas aferentes producen un 
incremento en el tráfico sináptico en las astas posteriores e inician en las 
neuronas de segundo orden una sucesión de señales intracelulares que en 
última instancia incrementan su excitabilidad. 
A nivel celular la SC se puede traducir en alteraciones estructurales y 
funcionales de los receptores. En ocasiones estas alteraciones se producen 
por fosforilación, desensibilización, internalización y/o degradación de 
receptores, y en otras ocasiones, se caracterizan por el reclutamiento o 
síntesis de otros receptores. La SC es un proceso complejo que puede 
conducir a una plasticidad a corto o a largo plazo. La potenciación a largo 
plazo es un fenómeno genuino de plasticidad sináptica dependiente del uso 
que es bien conocido como base del establecimiento de la memoria. 
Actualmente, constituye un modelo experimental de SC en animales de 




La principal carencia de los tratamientos clínicos actuales frente al dolor 
crónico es que habitualmente se encuentran dirigidos a paliar la incidencia e 
intensidad de los síntomas, planteándose la dificultad de llevar a cabo 
intervenciones que actúen directamente sobre el mecanismo fisiopatológico 
que se encuentra detrás del cuadro de síntomas, probablemente 
relacionado con el mantenimiento de la SC. El dolor crónico implica, además 
de una hipersensibilidad periférica y central a nivel medular, una alteración 
de las vías descendentes de modulación del dolor (Kwon et al., 2013), lo 
cual provoca un aumento en los niveles de dopamina (Weil-Fugazza y 
Godefroy, 1993; Men y Matsui, 1994; Satoh y Omote, 1996; Gao et al 
2001). 
La persistencia del dolor parece ser un factor clave en el efecto neto de 
los controles descendentes sobre la nocicepción, ya que mientras que las 
vías descendentes inhiben a nivel medular la nocicepción aguda (Millan 
2002), la influencia facilitadora descendente es dominante en los modelos 
de dolor sostenido (Pertovaara et al., 1996). De hecho, la facilitación 
descendente parece tener una relevancia significativa en la instauración y 
mantenimiento del dolor (Dubner, 2004). En este sentido en modelos de 
dolor experimental inducido por inyecciones de capsaicina intradermal 
(Simone et al., 1989) o lesión de nervio periférico (Yoon et al., 1996) la 
sensibilización se mantiene tras la desaparición del input periférico, 
produciéndose alteraciones que se perpetúan a lo largo del tiempo sin 
necesidad de la contribución del estímulo periférico primario. 
2.  Receptores de dopamina medulares y su función en la 
neurotransmisión. 
En las astas posteriores de la médula espinal se localizan diferentes 
subtipos de receptores de la dopamina, que principalmente se agrupan en 
dos familias: Los receptores de la familia D1 compuesta por los subtipos D1 
y D5 y los de la familia D2 integrada por los subtipos D2, D3 y D4 
(Kebabian y Calne, 1979; Gingrich y Caron, 1993; Missale et al., 1998). 
La activación de los receptores de la familia D1 produce incrementos del 
AMPc intracelular a través de proteínas Gs que estimulan la adenil ciclasa  
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(AC). Cuando el receptor es activado por su agonista las proteínas G se 
disgregan en dos subunidades que tienen la capacidad de modular canales 
iónicos de membrana tales como canales de Ca2+ de alto voltaje 
(Hernández-López et al., 1997), canales de Na+ (Cantrell et al., 1999) o 
determinados canales de K+ (Nicola et al., 2000). También son capaces de 
aumentar la transmisión de los receptores N-metil-D-aspartato, NMDA, 
(Wang y O´Donnell, 2001) o afectar a los niveles locales de Ca2+ (Kassack 
et al., 2002). El incremento de AMPc y Ca2+ activa factores de transcripción 
como CREB y c-fos (Das et al., 1997). Los receptores de la familia D1 se 
localizan principalmente en los terminales postsinápticos (Nieoullon y 
Almaric 2002; Neve et al., 2004), no obstante a nivel presináptico también 
pueden modular la liberación de neurotransmisores (Mizuno et al., 2007; 
Chenchen y Rainnie, 2014). 
En relación a los receptores de la familia D2, su activación inhibe la AC 
por acoplamiento a proteínas Gi además de activar canales de K+ (Missale et 
al., 1998) y disminuir la entrada de Ca2+ (Neve et al., 2004; Gershon et al., 
2007) mediante cambios funcionales en los canales dependientes de voltaje 
(Taraskevich y Douglas 1978), lo cual produce una hiperpolarización celular. 
Su localización puede ser tanto pre- como postsináptica (Dal Toso et al., 
1989; Giros et al., 1989). Cuando se encuentra a nivel presináptico se 
comporta como un autorreceptor e inhibe la liberación de neurotransmisor. 
En algunas neuronas se ha observado internalización de estos receptores, 
mediada por GRKs y β-arrestinas, tras exposición a agonistas específicos 
(Kim et al., 2001). 
La diferencia de afinidad de los diferentes receptores por la dopamina, 
que activa uno u otro tipo de receptor en función de la concentración 
liberada, así como los diversos mecanismos de transducción de señal de 
cada tipo de receptor o la localización dentro del SNC hace que los efectos 
asociados puedan ser muy dispares, posibilitando que la dopamina module 
la señal aferente nociceptiva mediante numerosos mecanismos. 
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3. Plasticidad glutamatérgica y neurotransmisión dopaminérgica. 
El NMDA juega un importante papel en la SC y en el dolor neuropático, 
principalmente tras lesiones medulares, favoreciendo la plasticidad sináptica 
(Maren y Baudry, 1995). El aumento de la concentración intracelular de 
calcio medido por la activación de los receptores NMDA es indispensable 
para la inducción de la SC. El bloqueo del incremento de calcio previene la 
potenciación sináptica dependiente de actividad (Cheng et al., 1994; Wang 
y Kelly, 1995). Además, a través de la señalización del calcio se activan 
varias proteínquinasas, incluida la proteínquinasa II dependiente de calcio/
calmodulina (CaMKII) y la proteínquinasa C (PKC) (Thomas et al., 1994; 
Otmakhov et al., 2004). La CaMKII tiene la capacidad de autofosforilarse y 
permanecer más tiempo activa tras la desaparición de la señal de calcio, 
algo muy importante para la potenciación a largo plazo (Lisman, 1985). La 
activación de PKC y la consecuente fosforilación de NMDA modulan la 
activación del subtipo opioide µ (Chen y Huang, 1992). La fosforilación del 
receptor NMDA mediada por PKC aumenta la probabilidad de apertura del 
canal y disminuye la afinidad del receptor por el Mg2+ extracelular (Chen y 
Huang, 1992). 
Los receptores NMDA se localizan habitualmente en la postsinapsis 
aunque en ocasiones se encuentran a nivel presináptico (Liu et al., 1994). 
Los antagonistas del receptor reducen de forma efectiva la alodinia y la 
hiperalgesia secundaria (Ren et al., 1992, Suzuki et al., 2001) y bloquean la 
hipersensibilidad asociada al dolor inflamatorio (Woolf y Thompson, 1991) y 
neuropático (Suzuki et al., 2001), pero provocan serios efectos secundarios 
como alucinaciones o disforia (Kim et al., 2012), problemas de memoria y 
de atención (Malhotra et al., 1996) o estados psicóticos, induciendo a largo 
plazo síntomas esquizofrénicos, como en el caso de la ketamina (Krystal et 
al., 1994).
El tipo de interacción entre los receptores dopaminérgicos y el receptor 
NMDA es de naturaleza compleja, interviniendo numerosas variables. En 
algunos casos, esta interacción produce una potenciación de la señal 
nociceptiva y en otros casos atenúa o incluso inhibe la transmisión. 
Concretamente, la interacción del receptor NMDA con la familia del receptor 
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D1 se produce mediante una convergencia intracelular que implica el 
desencadenamiento de una cascada compuesta por la activación 
consecutiva de AMPc, PKA y DARPP-32, dando lugar a una potenciación de 
la función del receptor NMDA (Greengard et al, 1999; Cepeda y Levine, 
2006). Asimismo, también se pueden observar interacciones de tipo físico 
entre los receptores localizados en la membrana, interacciones proteína-
proteína de forma directa. En este caso, los efectos se pueden sumar a los 
inducidos por la ruta de señalización intracelular. El efecto de la interacción 
física habitualmente es inhibitorio (Lee et al., 2002; Scott et al., 2002; Scott 
et al., 2006). La conjunción de todas estas interacciones afecta a la función 
final del receptor pudiendo modular su efecto de forma muy delicada. 
Al buscar referencias sobre estas interacciones entre los receptores 
NMDA y de dopamina encontraremos abundantes datos referidos a la 
corteza, principalmente a la zona prefrontal y al estriado, pero son muy 
escasos los que se circunscriben a la región medular. El objetivo del tercer 
estudio de la tesis es comprobar si el receptor D1 se encuentra implicado en 
la hiperexcitabilidad del receptor NMDA en astas posteriores tras la ligadura 
nerviosa raquídea (LNR), y estudiar en qué consiste dicha implicación. 
4. Papel de la neurotransmisión dopaminérgica en la analgesia 
opioide. 
4.1.  Interacción opioide-dopamina en astas posteriores. 
Los opioides son los analgésicos más efectivos tanto para el dolor 
moderado como para el severo, aunque su utilización se encuentra limitada 
por la posibilidad de que generen dependencia y/o por la aparición de 
efectos secundarios como depresión respiratoria y sedación (Christie, 
2008). El principal receptor opioide que media tanto la analgesia como la 
aparición de efectos secundarios indeseados es el subtipo µ (MOR) (Williams 
et al., 2013). 
MOR es expresado tanto en neuronas centrales como periféricas. Los 
receptores opioides se encuentran acoplados a proteínas Gi/Go, lo que hace 
que su activación produzca la inhibición de la AC y la reducción del AMPc, 
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así como la disminución del flujo de Ca2+ y un aumento del de K+. De este 
modo, son capaces de inducir una hiperpolarización de la membrana y 
bloquear la neurotransmisión del dolor (Connor y Christie, 1999; Ikeda et 
al., 2000; Lavine et al, 2002) 
Las vías descendentes pueden alterar la neurotransmisión opioidérgica en 
astas posteriores (Kamei y Saitoh, 1996; Ossipov et al, 2003). En las 
ocasiones en las que el paciente sufre tolerancia asociada a la 
administración prolongada de fármacos opioides, presentando síntomas de 
dolor neuropático, dichos síntomas se pueden atribuir a una depresión del 
control inhibidor descendente y a la actuación del sistema facilitador del eje 
PAG-RVM (revisado en Millan, 2002; Porreca et al., 2002; Fields et al., 
2006). De igual manera, se pueden alterar los sistemas descendentes para 
producir un efecto favorable a la antinocicepción. La administración de 
medicamentos coadyuvantes que tengan como diana otras familias de 
receptores situados en las vías del dolor supone una alternativa para 
maximizar el efecto analgésico de MOR. Así por ejemplo, antiinflamatorios 
no esteroideos (Christie et al., 2000) o agonistas α-2 adrenérgicos (Chabot-
Doré et al., 2014) se plantean como fármacos propicios para la 
coadministración con agonistas de MOR. Desde esta lógica, existen datos 
que sugieren que el receptor dopaminérgico D2 estabiliza las interacciones 
entre los receptores opioides, y que su manipulación farmacológica puede 
tanto facilitar (Rooney y Sewell, 1989; Morgan y Franklin, 1991) como 
perjudicar (Morgan y Franklin, 1991; Kamei y Saitoh, 1996) la analgesia 
opioide. Esta interacción entre el receptor D2 y el MOR se da mediante 
convergencia intracelular, ya que los dos receptores pueden disminuir los 
niveles de AMPc cuando son activados y basándonos en esta premisa se 
justificaría la potenciación del agonista del receptor µ al coadministrarlo con 
bajas dosis de agonista del receptor D2. 
El objetivo del primer estudio es investigar el papel del receptor de 
dopamina D2 en la modulación de la excitabilidad de la médula espinal 
frente a un estímulo nociceptivo y la interacción entre dicho receptor y el 
receptor opioide del subtipo µ en animales sometidos a un modelo de dolor 
neuropático inducido por LNR. 
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4.2. Regulación dopaminérgica de la represión endógena de la    
plasticidad sináptica producida por los opioides. 
El uso prolongado de fármacos opioides se ha asociado con la 
cronificación del dolor (Wilkinson et al., 2001; Webster et al., 2007; Bigal y 
Lipton, 2009) y con la aparición de hiperalgesia (Chu et al., 2008), de tipo 
mecánica y térmica, relacionada con la potenciación de la neurotransmisión 
excitatoria en la médula espinal. Su uso crónico produce un efecto celular 
excitador, estimulando la propagación de dolor (Wang y Gintzler, 1997; 
Harrison et al., 1998; Crain y Shen, 2000; Szücs et al., 2004). Se ha 
propuesto que esta potenciación del dolor por opioides es mediada por los 
receptores opioides preferentemente acoplados a proteínas Gs (Shen y 
Crain, 1990; Chakrabarti et al., 2005), o como alternativa mediante el 
dímero Gαβ de las proteínas nativas Gi/o de los receptores opioides (Wang y 
Gintzler, 1997; Gintzler y Chakrabarti, 2001). Datos más recientes han 
mostrado que la administración de opioides de forma crónica causa un 
intercambio en el acoplamiento de la proteína G de los receptores opioides 
MOR de Gi/o a Gs (Wang et al., 2005). 
Los estados de SC se caracterizan por la existencia de una facilitación 
para inducir potenciación neuronal y plasticidad sináptica por estímulos que, 
en circunstancias fisiológicas normales, no son capaces de producir este tipo 
de alteraciones. La SC es, en parte, una forma maladaptativa de la 
potenciación a largo plazo que puede darse en las astas posteriores de la 
médula espinal tras un daño (de un nervio periférico o una inflamación) (Ji 
y Woolf, 2001). Actualmente, la potenciación a largo plazo (PLP) se 
encuentra validada como modelo experimental que induce SC (Ikeda et al, 
2003; Sandkuler, 2007). En los últimos 30 años, el campo del aprendizaje a 
nivel cortical y de la memoria ha captado la atención de muchos 
investigadores (Malenka y Nicoll, 1999; Malenka, 2003), demostrando que 
la plasticidad sináptica dependiente de la actividad es una pieza clave para 
que el sistema nervioso reconfigure sus conexiones para aprender, modificar 
y almacenar información. Datos recientes sugieren que las modificaciones 
sinápticas de larga duración en la médula espinal pueden explicar la 
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persistente naturaleza del dolor neuropático (Ji y Woolf, 2001; Tan et al., 
2008a). 
Algunos indicadores apuntan a que MOR tiene una función muy relevante 
como mecanismo de inhibición endógena que regula el desarrollo de 
sensibilización neuronal y plasticidad sináptica dependiente del uso en las 
astas posteriores. Concretamente, fenómenos de plasticidad de corta 
duración inducida por estimulación eléctrica de las fibras C, como el wind-
up, se producen con mayor facilidad en ratones transgénicos carentes de 
este receptor opioide o sometidos a un tratamiento con antagonistas 
selectivos de dicho subtipo (Melzack et al., 2001; Guan et al, 2006). Aunque 
el wind-up es diferente del fenómeno de SC, ya que se trata de una forma 
de incremento en la eficacia sináptica que se extingue en pocos minutos 
tras el cese del estímulo, comparten características comunes y es muy 
probable que compartan también un mecanismo común (Herrero et al., 
2000). Existen indicios que señalan a diferentes familias de receptores 
como causantes de la pérdida de función analgésica del MOR en estados de 
hipersensibilidad y cronificación del dolor. Habitualmente, la tolerancia viene 
mediada por la activación de rutas de señalización asociadas a AMPc, PKA y 
PKC, tal y como se ha comprobado en algunas regiones cerebrales (Zhao et 
al., 2007; Barraud et al., 2010). Tanto los receptores dopaminérgicos como 
MOR se encuentran localizados pre- y postsinápticamente en las neuronas 
de la médula espinal (Abbadie et al., 2002; Millan, 2002) y ambos modulan 
la activación de estas rutas. Generalmente, los receptores dopaminérgicos 
de la familia de D1 median las acciones excitatorias aumentando los niveles 
de AMPc en la neurona diana (Missale et al., 1998; Neve et al.,2004), 
mientras que los de la familia D2 y los MOR reducen la activación de AC y 
disminuyen los niveles de AMPc (Neve et al., 2004; Sheng et al., 2009), 
proporcionando un solapamiento o convergencia intracelular mediante la 
cual alteraciones en el sistema dopaminérgico del SNC (relacionadas con los 
receptores de la familia D1) pueden reducir la capacidad analgésica de los 
opioides (Brewer et al., 2014). 
También, como se indicaba anteriormente, el receptor NMDA se 
encuentra implicado en la pérdida de función analgésica del MOR y en la 
perpetuación del dolor. La activación de dicho receptor aumenta las señales 
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de calcio y DAG, y provoca un aumento en la expresión de PKCγ (Chen y 
Huang, 1991) tras el daño de nervio periférico (Kerr y David, 2007) y la 
inflamación (Martin et al., 1999). De hecho los ratones modificados 
genéticamente que muestran depleción de PKCγ manifiestan menor dolor 
neuropático (Malmberg et al., 1997) y una reducción de la alodinia táctil 
tras ligadura parcial del nervio ciático. Además al administrar inyecciones 
para inhibir PKC se observa un bloqueo de la alodinia inducida tras la 
ligadura de los nervios espinales L5 y L6 (Hua et al., 1999). Por otro lado, 
también se ha visto que un tratamiento intratecal con antagonista de NMDA 
reduce significativamente el nivel de PKC en las astas posteriores tras daño 
constrictivo crónico (Yashpal et al., 2001). Todos estos estudios sugieren 
que el aumento en la expresión de PKC juega un papel importante en la 
hipersensibilización nociceptiva mediada por el receptor NMDA. 
De acuerdo con lo anterior, los receptores mencionados se encuentran 
interrelacionados intracelularmente por sus rutas de señalización y esto 
hace que la respuesta final sea un balance del resultado neto de cada una 
de las actividades desencadenadas por los mismos. Teniendo en cuenta que 
las vías dopaminérgicas participan en el inicio y mantenimiento de la 
plasticidad sináptica mediante la activación del receptor medular D1 (Kim, 
2015), el objetivo del segundo estudio es investigar la contribución del 
receptor D1 en la regulación del MOR en la médula espinal en distintos 
modelos de SC. Con este estudio se plantea la posibilidad de que el sistema 
dopaminérgico regule la función del MOR como medio de prevención de la 
plasticidad sináptica dependiente del uso resultante de una aferencia 
potencialmente dañina. 
5. Modulación condicionada del dolor (CPM, conditioned pain 
modulation) 
5.1. ¿Qué es la CPM? 
La CPM se ha convertido en uno de los conceptos más relevantes en los 
últimos años en el campo del dolor. Es un método psicofísico basado en el 
paradigma “dolor inhibe dolor”, es decir, un estímulo condicionante 
desencadena determinados sistemas endógenos que modulan la percepción 
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del estímulo test, posibilitando el estudio de la modulación endógena del 
dolor en cada individuo. Este concepto surgió a raíz de las investigaciones 
en ratas de Le Bars y colaboradores, quienes estudiaron el bucle espino-
bulbo-espinal, mediante el cual las WDR de las astas posteriores reciben el 
estímulo condicionante nociceptivo desde una parte determinada del 
cuerpo, enviando una señal ascendente al SRD. La activación del SRD 
desencadena una modulación descendente, de carácter difuso, de las 
neuronas de segundo orden (Le Bars y Willer, 2002). Aunque clásicamente 
estos sistemas de modulación se han integrado en los CIND, actualmente, 
el término CPM, se utiliza para nombrar los signos conductuales que se 
manifiestan por la activación de la modulación descendente de una 
percepción nociceptiva en una prueba dirigida a ese objetivo (Yarnitsky et 
al., 2010). 
La CPM refleja diferentes aspectos clínicos referentes al dolor, como por 
ejemplo la tendencia de un sujeto a desarrollar dolor crónico postquirúrgico 
(Grosen et al., 2014; Peters et al., 2015) o la respuesta que experimentará 
ante determinado medicamento (Yarnitsky et al., 2012), entre otros. En 
sujetos sanos se ha utilizado en ocasiones para predecir su comportamiento 
futuro frente a estímulos nociceptivos y para intentar correlacionarlo con 
determinadas características psicofísicas (Nahman-Averbuch et al., 2014). 
Esta prueba se puede utilizar también para evaluar la modulación del dolor 
en pacientes con dolor crónico. Así por ejemplo, se ha testado la CPM en 
pacientes con desorden de la unión temporomandibular (Oono et al., 2014) 
usando un estímulo condicionante mecánico en zonas distales al estímulo 
test. Los resultados reflejan el funcionamiento alterado de la CPM a nivel 
segmental en las zonas afectadas por dolor persistente en comparación con 
la respuesta normal en zonas distales, extrasegmentales, libres de dolor. En 
otros casos, en pacientes con SC, se ha utilizado la CPM junto con el SF-36 
(cuestionario sobre calidad de vida), ensayos de hiperalgesia a la presión 
profunda y de sumación temporal para demostrar que hay una correlación 
entre los resultados de dichas pruebas, y que además se observa una 
correlación con déficits cognitivos (Coppieters et al., 2015). Hay numerosos 
estudios que reflejan una disfunción de los mecanismos de inhibición del 
dolor asociada a síndromes de dolor crónico idiopático como son el 
síndrome del intestino irritable (Heymen et al., 2010; Piché et al., 2010) o 
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el síndrome de fibromialgia (SFM) (Lautenbacher et al., 1997; Julien et al., 
2005), entre otros. 
Los neurotransmisores monoaminérgicos, serotonina, noradrenalina y 
dopamina, juegan un papel importante en la CPM. Diversos analgésicos 
tienen la capacidad de activar o reforzar la inhibición descendente mediante 
la interacción favorable con los neurotransmisores que intervienen en las 
rutas descendentes del dolor, inhibiendo la señal nociceptiva mediante la 
facilitación de la liberación de estos neurotransmisores (Millan, 2002; 
Ossipov et al, 2010). Sujetos con dolor neuropático que han recibido un 
tratamiento para modificar los niveles de serotonina muestran una CPM 
menos eficiente (Yarnitsky et al., 2012). En relación a la noradrenalina se 
ha observado un aumento de la eficiencia de la CPM tras la administración 
de fármacos que favorecen la liberación de este neurotransmisor (Millan 
2002; Ossipov et al., 2010; Niesters et al., 2013). Por último, los estudios 
clínicos en pacientes con patologías relacionadas con déficit de dopamina, 
como en el caso de los parkinsonismos (Lee et al., 2006) y el SFM (Wood et 
al., 2007), muestran un aumento en la respuesta asociada a la CPM del 
27,3% tras la administración de apomorfina, un agonista no específico de 
los receptores de dopamina, mientras que en los sujetos que reciben 
placebo el aumento sólo es del 4% (Treister et al., 2013). 
Los aspectos psicofísicos que afectan a la prueba son muy diversos, 
existiendo muchos estudios sobre ello. El objetivo principal de dichos 
estudios ha sido conocer en mayor profundidad el mecanismo 
desencadenado en la CPM, para poder afinar los protocolos y disminuir la 
variabilidad. Se han realizado estudios sobre factores intrínsecos al sujeto, 
como el género (Goodin et al., 2009; Tashani et al., 2010) o la edad 
(Edwards et al., 2003) y sobre otros que se refieren al estado del sujeto 
durante la prueba, como la ansiedad (Butler y Finn, 2009; Geva et al., 
2014), el nivel de catastrofismo (Goodin et al., 2009) o sobre otros 
aspectos del estado emocional del sujeto (Chapman et al., 2008). Además, 
se debe controlar cuidadosamente el entorno en el que se realiza el 
procedimiento ya que los resultados podrían verse afectados por cualquier 
mínimo detalle que se dejara al azar. 
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5.2. Desencadenamiento de la CPM. Protocolos habituales y 
alternativas. 
Debido a la variabilidad tanto intra- como interpersonal al llevar a cabo el 
procedimiento, a los numerosos aspectos que forman parte del mecanismo 
o a la posibilidad de que el resultado del procedimiento se vea afectado por 
patologías o tratamientos farmacológicos presentes durante el estudio, es 
muy importante delimitar claramente el protocolo que se llevará a cabo 
para desencadenar la CPM y tener unos criterios definidos de inclusión/
exclusión de los sujetos. 
Es importante señalar que la CPM correlaciona con la valoración subjetiva 
del dolor producido por el estímulo y no tanto con la intensidad objetiva del 
mismo (Nir et al., 2011), lo cual indica que es un fenómeno intrincado con 
implicaciones de procesos cognitivos. Además, una vez desencadenada la 
CPM, el nivel de intensidad del estímulo condicionante no afecta al grado de 
modulación, es decir, a pesar de aumentar la intensidad de estimulación la 
CPM no varía (Nir et al., 2011). Ello sugiere que la CPM es un fenómeno que 
alcanza un “techo”, corroborando el postulado de que la inhibición del dolor 
puede ser un fenómeno saturable (Granot et al., 2008). 
El punto más criticado del paradigma de CPM es la posible inconsistencia 
por su alta subjetividad. En respuesta a ello, recientemente se han llevado a 
cabo estudios utilizando estimulación eléctrica como test e inmersión en 
agua caliente o fría como condicionante, que demuestran la alta 
repetibilidad de la CPM en los mismos sujetos con 1-4 semanas de 
diferencia temporal entre las pruebas (Biurrun Manresa et al., 2014; Jurth 
et al., 2014). Otro punto de discusión habitual cuando se habla de CPM es el 
diseño del protocolo y fundamentalmente de los estímulos elegidos para 
realizar el papel de condicionante y de estímulo test. Existen numerosas 
combinaciones de estímulos, pero vamos a citar tres por tener una finalidad 
clínica concreta, siendo las dos primeras las más comunes. La primera 
consiste en un estímulo test mediante la administración de calor en el 
antebrazo utilizando una placa Peltier, mientras se sumerge en un baño de 
agua caliente la extremidad contralateral del sujeto como condicionante. 
Este protocolo predice satisfactoriamente tanto la incidencia de dolor 
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crónico tras una toracotomía o una cirugía ginecológica como la eficacia de 
determinados analgésicos, como la duloxetina (Yarnitsky et al., 2012). La 
segunda combinación resulta del empleo de un estímulo mecánico aplicado 
sobre una extremidad como test (por ejemplo, usando un algómetro) y la 
inmersión de la extremidad contralateral en un baño de agua fría 
funcionando como desencadenante. Este método ha sido utilizado para 
predecir la recuperación tras cirugías abdominales (Granovsky y Yarnitsky, 
2013). Por último, debemos citar un método utilizado en Holanda para 
predecir el efecto de la administración de pregabalina para tratar el dolor 
neuropático (Bouwense et al., 2012), empleando la inmersión de una 
extremidad en agua fría como condicionante y el estímulo eléctrico como 
test en diferentes dermatomas. 
Como se puede observar, la inmersión de una extremidad en un baño 
caliente o frío es el estímulo utilizado comúnmente como condicionante y es 
en el estímulo test en el que encontramos más variación. Se utilizan 
habitualmente estímulos térmicos o mecánicos. Sólo en algunos casos 
aislados se utiliza el estímulo eléctrico como test y en algunos estudios se 
hacen combinadas para estudiar los diferentes efectos que se pueden 
conseguir con inmersión en baño caliente o con estimulación eléctrica 
(Liébano et al., 2013). En esos casos, la utilización del estímulo eléctrico ya 
no sólo busca aplicar un estímulo nociceptivo sino que se utiliza el estímulo 
eléctrico para producir una respuesta moduladora del dolor. 
El TENS (estimulador nervioso eléctrico transcutáneo) administra pulsos 
de corriente eléctrica a través de la superficie intacta de la piel, de forma no 
invasiva, activando los nervios subyacentes. Es utilizado habitualmente para 
aliviar el dolor agudo y crónico (DeSantana et al., 2008). A pesar de su uso, 
no se conoce con certeza si el TENS es efectivo para muchas condiciones 
clínicas referentes al dolor, ya que los ajustes óptimos de este dispositivo 
siguen siendo una incógnita actualmente (Jones y Johnson, 2009). La 
intensidad y la frecuencia parecen claves para conseguir un efecto 
analgésico (Claydon y Chesterton, 2008). Estudios electrofisiológicos con 
modelos animales de hiperalgesia muestran que el TENS de alta y de baja 
frecuencia activan diferentes mecanismos neurofisiológicos (Sluka, 2007). 
Se ha demostrado que el TENS de baja frecuencia activa los receptores 
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opioides µ y los receptores serotoninérgicos del subtipo 2 y 3, mientras que 
el TENS de alta frecuencia activa los receptores opioides δ y aumenta los 
niveles de GABA en la médula espinal (Somers y Clemente, 2009). 
Debido a la relevancia del estudio de la CPM como determinante en la 
modulación endógena del dolor, los esfuerzos actuales se centran en la 
optimización de los métodos para la evaluación de la CPM con el objetivo de 
valorar más adecuadamente la situación clínica del paciente. El propósito 
del cuarto estudio es precisamente elaborar un protocolo en el cual el TENS 
funcione como desencadenante y estímulo test de la CPM, ofreciendo 
ventajas como ser preciso y cómodo, tanto para el paciente como para el 
evaluador, por lo que pudiera llevarse a cabo de forma rutinaria en los 
centros médicos como herramienta para la elaboración del diagnóstico. Para 
ello, se desencadena la CPM tanto en un grupo de sujetos sanos como en 
otro de sujetos con dolor crónico con una CPM poco eficiente, lo cual 
contribuye a validar la atribución de la respuesta observada al 






La hipótesis general del trabajo es que la transmisión dopaminérgica 
evocada por la actividad aferente nociceptiva sostenida modula la 
generación de procesos de sensibilización central. Esta modulación vendría 
determinada por la interacción de los receptores de la dopamina, localizados 
en las astas posteriores, con receptores opioides y glutamatérgicos. 
OBJETIVOS 
El objetivo del primer estudio es investigar el papel del receptor de 
dopamina D2 en la modulación de la excitabilidad de la médula espinal 
frente a un estímulo nociceptivo y la interacción entre dicho receptor y el 
receptor opioide del subtipo µ en animales sometidos a un modelo de dolor 
neuropático inducido por LNR. 
El objetivo del segundo estudio es investigar la contribución del receptor 
D1 en la regulación del MOR en la médula espinal en distintos modelos de 
SC. 
El objetivo del tercer estudio es comprobar si el receptor D1 se encuentra 
implicado en la hiperexcitabilidad del receptor NMDA en astas posteriores 
tras la LNR, y estudiar en qué consiste dicha implicación. 
El objetivo del cuarto estudio es establecer un protocolo para 
desencadenar la modulación endógena del dolor mediante un estímulo 
aferente nociceptivo y estudiar el fenómeno tanto en pacientes sin dolor 
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ESTUDIO 1: Sobrerregulación sináptica e interacción superaditiva 
de los receptores D2 y opioide de subtipo µ tras la lesión de un 
nervio periférico. 
El objetivo de este estudio es evaluar las interacciones funcionales entre 
el receptor D2 con el MOR en astas posteriores, tanto en condiciones 
basales como durante el dolor neuropático causado por ligadura 
experimental del nervio raquídeo L5. Hemos registrado los potenciales en 
astas posteriores, obtenidos por activación eléctrica de fibras C, para 
evaluar los efectos de estimulación del receptor D2 y con el objetivo de 
caracterizar la interacción D2/µ. Además, hemos empleado análisis por 
Western blot y hemos estudiado las muestras mediante microscopía 
confocal para evaluar los cambios en la expresión del receptor, así como 
para comprender, desde el punto de vista anatómico, la interacción D2/µ. 
RESULTADOS 
Sobrerregulación funcional del receptor D2 y necesidad de coactivación 
del receptor opioide µ 
En ratas control, la superfusión espinal del agonista del receptor D2 
quinpirol, reduce los potenciales evocados por fibras C de forma 
dependiente de la concentración. La reducción mínima significativa es 
18,74±0,41% con el fármaco a 100 µM (p<0,01 en el test de Bonferroni 
respecto a las áreas promedio durante la superfusión con LCRA; fig. 1). Esta 
reducción provocada por quinpirol se produce de forma más pronunciada en 
ratas con LNR. De esta manera, al administrar quinpirol a 10µM 
observamos una depresión significativa de 28,94±0,18% en las áreas, 
llegando hasta 46,84±0,25% de reducción con la concentración de 100 µM 
(p<0,01 en ambos casos, n=6, fig. 1). 
Con el propósito de investigar la implicación del MOR en la reducción de 
la excitación producida por los receptores D2 en las neuronas de las astas 
posteriores, hemos coadministrado el antagonista CTOP junto con quinpirol 
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tanto en ratas con LNR como en ratas control. La coadministración de CTOP 
no afecta significativamente al efecto del quinpirol en animales control 
(disminución de 18,01±0,32% a 100 µM, p<0,01), sin embargo, lo 
contrarresta por completo en el caso de las ratas con LNR (fig. 1). 
Figura 1. Sobrerregulación funcional de la depresión de los potenciales 
evocados por fibras C inducida por el receptor D2 y su dependencia del 
subtipo µ tras la LNR. 
Se muestran las medias de las áreas de los potenciales evocados por fibras C 
durante superfusión medular con el agonista selectivo del receptor D2 quinpirol 
a concentraciones crecientes, 9 días tras la cirugía. Mientras que la 
administración de quinpirol a una concentración de 100 µM reduce 
significativamente los potenciales evocados en ratas sometidas a cirugía 
simulada (círculos blancos), la depresión es potenciada en ratas con LNR, tal 
como se refleja en el efecto reductor observado a 10µM (círculos negros). 
La superfusión simultánea con el antagonista selectivo del MOR (CTOP) a 
concentraciones subclínicas (1 µM) no altera la modulación de los potenciales 
evocados por quinpirol en ratas control (triángulos blancos), sin embargo, dicha 
modulación es completamente suprimida en las ratas con LNR (triángulos 
negros). En la parte superior se muestran registros representativos del efecto de 
quinpirol sobre los potenciales evocados en las cuatro condiciones 
experimentales. Se encuentran etiquetadas con asteriscos las concentraciones 
que muestran diferencias significativas respecto a la línea base en el Test de 
Bonferroni (P<0,01). Con un objetivo clarificador, únicamente se encuentran 
etiquetados los primeros efectos significativos. 
Sobrerregulación sináptica del receptor D2 y coexpresión con MOR 
Hemos evaluado bilateralmente la expresión del receptor D2 mediante 
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la densidad de las bandas obtenidas muestra un incremento significativo y 
bilateral de la proteína del receptor D2 9 días después de la LNR (p<0,01 
mediante t-Student; fig. 2A). Con el objetivo de determinar si este aumento 
global implica el aumento en la expresión del receptor D2 en los 
compartimentos sinápticos, hemos llevado a cabo experimentos de doble 
inmunofluorescencia usando anticuerpos selectivos de marcadores 
presinápticos y postsinápticos, sinaptofisina y PSD-95, respectivamente 
(resultados en fig 2C). 
Los resultados muestran un aumento significativo de coexpresión de D2 
tanto con PSD-95 (Rr=0,78 en el análisis de correlación) como con 
sinaptofisina (Rr=0,84) en las secciones lumbares de ratas con LNR. En el 
tejido de las ratas sometidas a cirugía simulada se observa una coexpresión 
notablemente menor (Rr=0,23 y Rr=0,24, respectivamente. Valores de 
z=-40,77 y z=-49,07 en el test exacto de Fisher, p<0,01 en ambos). 
Los experimentos de triple inmunofluorescencia usando anticuerpos 
frente al subtipo µ y frente al marcador neuronal NeuN indican un nivel bajo 
de coexpresión de D2/µ en el neuropelo de las astas posteriores en ratas sin 
daño nervioso (Rr 0,16). No obstante, este dato aumenta significativamente 
en ratas con LNR 9 días después de la intervención (Rr=0,84, z=-93,84; 
p<0,01 en el test exacto de Fisher; fig. 2C). 
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Figura 2. Sobrerregulación sináptica del receptor D2 y colocalización 
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A. Análisis de Western Blot de la expresión del receptor D2 en homogeneizados 
de astas posteriores, tanto de ratas control como de ratas con LNR (9 días tras 
la cirugía). La expresión del receptor D2 aumenta drásticamente, y 
bilateralmente, en el tejido de la médula espinal tras la LNR. El análisis de la 
densidad de la banda (en la parte inferior) muestra un incremento de densidad 
en las ratas con LNR respecto a los homogeneizados de las ratas a las que se les 
ha practicado una cirugía simulada. 
Los asteriscos indican las diferencias significativas en la prueba t-Student 
(P<0,01) 
B. Dobles ( l ínea super ior) y t r ip les (segunda y tercera l ínea) 
inmunofluorescencias de secciones lumbares transversales para el receptor D2 
(rojo), MOR (verde) y marcador neuronal NeuN (azul). Las micrografías de baja 
resolución muestran la distribución de los inmunorreactivos afines al subtipo µ y 
al receptor D2 en astas posteriores de ratas no tratadas (barra de escala igual a 
200µm). La inmunofluorescencia desapareció tras la preabsorción por exceso de 
antígeno (microfotografía del extremo superior derecho). La triple 
inmunofluorescencia revela bajos niveles de coexpresión del receptor D2 y el 
subtipo µ (combinado) en el neuropelo de las astas posteriores de ratas sin LNR, 
sin embargo, la coexpresión aumenta tras la LNR (9 días tras la cirugía). 
La barra de escala representa 20 µm. El gráfico de barras muestra el análisis de 
correlación de D2/µ en la prueba de inmunofluorescencia (los asteriscos indican 
P<0,01 en el test exacto de Fisher). 
C. Análisis de correlación de la coexpresión del receptor D2 con marcadores pre- 
y postsinápticos (sinaptofisina y PSD-95 respectivamente) en las pruebas de 
doble inmunofluorescencia de secciones transversales lumbares de ratas con 
LNR y ratas control. Las correlaciones del receptor D2 tanto con sinaptofisina 
como con PSD-95 incrementan significativamente tras la LNR. Los asteriscos 
indican la significatividad estadística de las diferencias en el test exacto de 
Fisher (P<0,01) La barra de escala equivale a 3 µm. 
El receptor D2 potencia la disminución de los potenciales evocados 
producida por el subtipo µ 
Hemos examinado si la estimulación farmacológica del receptor D2 con 
quinpirol influye en la depresión de potenciales evocados por fibras C que 
produce en el MOR en astas posteriores. La superfusión medular con 
DAMGO, agonista del subtipo µ reduce significativamente los potenciales 
evocados en las ratas con dolor neuropático (37,52±0,61% a 100 µM, 
p<0,01, n=5; reducción del 67,9±0,48% a 1 µM; fig. 3A). 
La administración de quinpirol a 1 µM aumenta la depresión de los 
potenciales evocados por fibras C mediada por DAMGO, reduciendo en dos 
órdenes de magnitud la menor cantidad de DAMGO necesaria para producir 
un efecto depresor significativo (16,66 ±0,57% de reducción para DAMGO a 
1 µM, p<0,01). El valor de IC50 de DAMGO fue significativamente menor 
durante la coadministración de quinpirol (de 158±1,31 nM a 11±1,37 nM; 
p<0,01 en la t de Student; fig. 3B) 
!55
Resultados y discusión 
 
Figura 3. La estimulación del receptor D2 facilita la depresión de la 
excitabilidad en las astas posteriores, mediada por el MOR, en ratas con 
dolor neuropático. 
A. Medias de las áreas de los potenciales evocados por fibras C durante 
superfusión medular con DAMGO, agonista del MOR, a concentraciones 
crecientes. Mientras los potenciales evocados son significativamente reducidos 
por la administración de DAMGO a concentraciones de 100 nM (círculos 
blancos), si se coadministra con quinpirol a 10 µM la concentración de DAMGO 
necesaria para conseguir un efecto depresor significativo es menor de 1nM 
(triángulos) o de 10 nM si la concentración de quinpirol se reduce a niveles 
subclínicos (1 µM) (círculos negros). 
B. Gráfico de barras que muestra los valores de IC50 de DAMGO en ratas con 
dolor neuropático cuando se administra tanto sólo como en combinación de 
quinpirol, a 1 µM (dosis subclínica) o a 10 µM. Los asteriscos denotan las 
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DISCUSIÓN 
El presente trabajo muestra la existencia de una sobrerregulación 
anatómica y funcional del receptor D2 durante el dolor neuropático asociado 
a la LNR. Tras la lesión se observa una disminución de los potenciales 
evocados mediada por D2 que es potenciada y dependiente del MOR. 
Además, se muestra que la interacción entre los receptores D2/µ es 
superaditiva, encontrándose ambos receptores sobreexpresados en las 
densidades sinápticas de las neuronas de las astas posteriores de los 
animales con dolor sostenido. 
La modulación mediada por el aumento de D2R tras la LNR implica una 
sobreexpresión sináptica 
La estimulación de los receptores D2 de las astas posteriores por el 
agonista quinpirol provoca una disminución, significativa y dependiente de 
concentración, de los potenciales evocados por fibras C. Tal efecto 
concuerda con hallazgos previos procedentes de estudios de 
comportamiento (Barasi et al., 1985, 1987; Liu et al., 1992), así como con 
registros extracelulares e intracelulares obtenidos en el complejo del 
trigémino y en las astas dorsales (Fleetwood-Walker et al., 1988; Tamae et 
al., 2005; Charbit et al., 2009; Lapirot et al., 2011; Taniguchi et al., 2011). 
El presente estudio muestra por primera vez que la eficacia en la 
modulación de la excitación medular por el receptor D2 se encuentra 
potenciada tras la LNR, lo cual implica que las vías dopaminérgicas 
descendentes, fundamentalmente provenientes del núcleo A11 (Hökfelt et 
al., 1979; Skagerberg y Lindvall, 1985), están activadas en condiciones de 
dolor sostenido. Estos resultados parecen apoyar la idea de que las 
neuronas medulares provenientes de A11 participan en la inhibición 
producida por los CIND mediante la activación de los receptores D2 (Lapirot 
et al., 2011). Este planteamiento es relevante en un escenario de dolor 
clínico, ya que las proyecciones diencefaloespinales están asociadas a la 
patofisiología de la migraña (Charbit et al., 2009, 2010; Akerman et al., 
2011; Kagan et al., 2013). Además, alteraciones en la respuesta de los 
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CIND parecen tener un papel central en pacientes con dolor (van Wijk y 
Veldhuijzen, 2010; Yarnitsky, 2010). 
Nuestros datos revelan que la sobrerregulación funcional del receptor D2 
en astas posteriores se encuentra asociada a un incremento en la 
disponibilidad del receptor en el compartimento sináptico. Los análisis de los 
Western Blot muestran un aumento bilateral en la expresión de D2 en los 
homogeneizados de las astas posteriores de las ratas con LNR. Asimismo, 
las tinciones inmunofluorescentes realizadas indican una colocalización de 
D2 tanto con sinaptofisina (presinápticamente) como PSD-95 
(postsinápticamente). Estas observaciones respaldan los resultados previos 
de electrofisiología en los que se aprecia contribución funcional tanto pre- 
como postsináptica de este receptor (Yao et al., 2008) en neuronas de las 
astas posteriores (Taniguchi et al., 2011). 
El hecho de que los cambios en la expresión de D2 se produzcan 
bilateralmente puede tener relación con la naturaleza bilateral de la ruta 
diencefaloespinal que se origina en A11 (Qu et al., 2006). Además, esta 
proyección media las respuestas moduladoras difusas con escasa 
selectividad lateral o segmental (Skagerberg y Lindvall, 1985; Lapirot et al., 
2011). El tráfico de receptores a enclaves sinápticamente activos es un 
mecanismo fundamental que determina la neurotransmisión, tanto de tipo 
inhibidor como excitador (Lau y Zukin, 2007; Luscher et al., 2011; Anggono 
y Huganir, 2012). De esta manera, en el contexto de neuroplasticidad 
producido por la lesión nerviosa, los cambios subcelulares en la 
reorganización del receptor D2 observados en este estudio pueden ser 
interpretados como instrumentales en la sobrerregulación funcional de la 
modulación de las respuestas evocadas por fibras C por parte de las fibras 
descendentes dopaminérgicas. 
Tras la LNR la modulación mediada por el receptor D2 requiere la 
coactivación del subtipo µ 
En condiciones normales el subtipo µ no interviene en la modulación 
mediada por D2 en astas posteriores, lo cual concuerda con los resultados 
de estudios previos que muestran que una aplicación intratecal del 
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antagonista opioide naloxona no tiene influencia en la disminución de 
hiperalgesia inducida por dopamina (Liu et al., 1992; Yang et al., 1996). 
Una de las principales conclusiones del presente estudio es que la 
sobrerregulación funcional de la modulación mediada por el receptor D2 tras 
la lesión requiere un reclutamiento conjunto del MOR. Ello sugiere que los 
determinantes celulares y moleculares de la función dopaminérgica en astas 
posteriores implican una interacción con el sistema opioide. De hecho, en 
este estudio el antagonista CTOP, a concentraciones subclínicas, suprime la 
depresión de los potenciales evocados mediada por el quinpirol. Aunque el 
mecanismo molecular para este cambio no está establecido, la modulación 
opioide de la liberación de dopamina puede considerarse como un 
mecanismo potencial. Concuerda con esta tesis el hecho de que los opioides 
operan sobre la liberación de dopamina en el SNC (Wood et al., 1980, 
1983ab), promoviendo también la liberación de ligandos endógenos de 
MOR, como la met-encefalina, la cual está presente en las láminas 
superficiales de las astas posteriores (Maves et al., 1994) adquiriendo un 
papel importante en situaciones de estimulación nociceptiva (Le Bars et al., 
1987; Cesselin et al., 2009). Así, un importante determinante de la 
modulación mediada por D2 puede ser la actividad endógena del MOR, el 
cual se activa tónicamente tras la lesión nerviosa mostrando escasa 
actividad en condiciones basales (Buesa et al., 2008). 
No obstante, a pesar de que este mecanismo puede predecir que el 
bloqueo del subtipo µ, en ratas con LNR, reduce la acción inhibidora de D2 a 
los niveles previos a la lesión, difícilmente puede explicar su completa 
desaparición. De este modo, los resultados obtenidos indican una mayor 
complejidad, en los cambios que afectan en la interacción D2/µ, que la 
simple modulación de la liberación de un neurotransmisor. El hecho de que 
la mayor parte de la sobreexpresión del receptor D2 tras la LNR ocurra en 
enclaves sinápticos enriquecidos con el subtipo µ posibilita una localización 
anatómica de la interacción D2/µ. Esta localización conjunta hace que se 
den condiciones únicas para interacciones a nivel intracelular. Asimismo, es 
una posibilidad consistente con las interacciones proteína-proteína aunque 
el nivel de resolución de las pruebas aquí realizadas no pueda resolver tal 
hipótesis. Por ejemplo, estudios en las neuronas del estriado sugieren que 
la coexpresión de los receptores D2 y µ (Ambrose et al., 2004) podría ser 
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un fenómeno que subyace a la desensibilización heteróloga del subtipo µ 
estableciendo una interacción a nivel proteína-proteína (Soderman y 
Unterwald, 2009). En este sentido, la posibilidad de heteromerización con 
otros receptores acoplados a proteínas G le confiere al subtipo µ 
propiedades funcionales distintas a las que se encuentran en poblaciones 
homogéneas, incluyendo propiedades farmacológicas y de unión con 
proteínas G o de difusión horizontal a través de la membrana (George et al., 
2000; Prinster et al., 2005). Este nivel de interacción es coherente con que 
la inhibición mediada por el receptor D2 se vuelva dependiente del MOR tras 
la lesión nerviosa, ya que la unidad receptora del heterómero puede 
volverse dependiente en coestimulación con dos o más unidades receptoras 
del heterómero (Ferré et al., 2007; Fuxe et al., 2007). El aumento de µ y 
D2 en las localizaciones sinápticas, tal como se muestra en el estudio, 
respaldan la hipótesis de la existencia de adaptaciones subcelulares tras la 
lesión nerviosa, las cuales tendrían como objetivo reposicionar a los dos 
receptores a zonas activas, es decir, facilitar un escenario en lugares donde 
es propicia la interacción proteína-proteína. 
Potenciación del receptor µ mediada por la activación de D2 
Con el objetivo de profundizar en la interacción µ/D2, en el contexto de 
los cambios neuroadaptativos desencadenados por la LNR, hemos estudiado 
si la activación del receptor D2 ejerce alguna influencia sobre la 
antinocicepción promovida por el subtipo opioide µ. Para ello, evaluamos el 
efecto supresor de DAMGO sobre los potenciales evocados por fibras C en 
presencia de quinpirol a concentraciones subclínicas, es decir, 
concentraciones a las cuales por si sólo no es capaz de alterar los 
potenciales. Tras la prueba observamos que el quinpirol subclínico aumenta 
considerablemente la potencia del DAMGO, respaldando así la idea de la 
existencia de una potente interacción positiva entre D2 y µ (fig. 3).  
Los receptores de la dopamina pueden influir en los niveles y en la 
liberación del agonista opioide encefalina (Hong et al., 1978; Pasinetti et al., 
1984; George et al., 1987; Llorens-Cortes et al., 1991), así como en el 
reciclaje del MOR en el SNC (Azaryan, 1996). Respecto a la dirección de la 
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influencia dopaminérgica sobre la antinocicepción opioide los datos no son 
concluyentes, reflejan efectos tanto facilitadores como supresores del tono 
opioide. Además, los efectos observados dependen de la dosis, ruta de 
administración y paradigma de evaluación (McGilliard y Takemori, 1979; 
Kiritsy-Roy et al., 1989; Morgan y Franklin, 1991; Kamei y Saitoh, 1996; 
King et al., 2001; Romero-Calvo et al., 2010; Taniguchi et al., 2011). Los 
datos presentados en el presente estudio se obtienen tras administrar el 
fármaco por superfusión sobre las neuronas de las astas posteriores, y 
sugieren que la plasticidad de los sistemas dopaminérgicos descendentes 
activados por la lesión nerviosa implica interacciones superaditivas de D2/µ 
a niveles medulares del procesamiento nociceptivo. Este resultado adquiere 
gran relevancia clínica ya que habitualmente los opioides se administran en 
pacientes con dolor crónico o sostenido, escenario en el cual los cambios 
neuroplásticos del SNC se encuentran ya establecidos. 
La colocalización de los dos receptores en un subgrupo de neuronas de 
las astas posteriores, probablemente interneuronas excitadoras (Kemp et 
al., 1996), sugiere que la interacción descrita se produce a nivel intracelular. 
Teóricamente, el receptor D2 y el subtipo opioide µ podrían interactuar a 
través de la convergencia en la apertura de canales de potasio en las 
mismas neuronas, ya que es un mecanismo asociado tanto con la activación 
de D2 en neuronas medulares (Tamae et al., 2005; Taniguchi et al., 2011) 
como con la activación de MOR en el SNC (Miyake et al., 1989; Grigg et al., 
1996). Previamente ya hemos descrito facilitación sinérgica heteróloga del 
receptor opioide δ tras la LNR (Buesa et al., 2008), y además numerosas 
publicaciones tratan las interacciones superaditivas entre los receptores 
opioides y otro tipo de receptores, como por ejemplo en el caso del subtipo 
α2 (consultar Chabot-Doré et al., 2014 para revisión). Como se ha discutido 
previamente, el potencial para la formación de un complejo 
heterooligomérico, propiedad común a los heterómeros de receptores 
asociados a proteínas G (Ferré et al., 2007; Fuxe et al., 2007), podría 
constituir la base para comprender los mecanismos de intercomunicación 
intermolecular que propician la mutua influencia entre los receptores D2 y µ 
durante el dolor sostenido. 
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Los resultados mostrados en este estudio suponen la primera indicación 
de un fenómeno de facilitación de la modulación de la información 
nociceptiva mediada por el subtipo µ, en astas posteriores, propiciado por la 
activación del receptor D2. Esta facilitación se produce en un contexto de 
interacción mutua y bidireccional entre ambos receptores, desencadenado 
por la LNR. Desde una visión fisiopatológica, estos descubrimientos sugieren 
que la ruta dopaminérgica A11-medular puede potenciar la función medular 
del MOR, y aunque no sea bien conocida aún, debe ser considerada como 
uno de las mayores contribuyentes a la antinocicepción durante el dolor 
sostenido. La incremento en la expresión tanto de MOR como de D2 en las 
misma localizaciones sinápticas es un indicio de que ambos podrían 
interactuar a nivel molecular. Finalmente, desde el punto de vista de sus 
implicaciones terapéuticas, los datos señalan un mecanismo novedoso de la 
regulación del MOR, cuya explotación posibilitaría la reducción de las dosis 
de agonista de µ administradas, así como los efectos no deseados, 
mediante la activación simultánea de D2 en astas posteriores, fortaleciendo 
los mecanismos de control endógeno del dolor. Se deberían llevar a cabo 
más estudios en el futuro para garantizar la seguridad y efectividad de la 
administración combinada de opioides y sustancias con D2 como diana para 
tratar a pacientes con dolor, así como para evaluar la adecuidad de la ruta 
medular de administración en pacientes con dolor. 
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ESTUDIO 2: El receptor dopaminérgico D1 regula 
constitutivamente la represión mediada por el receptor de subtipo µ 
de la plasticidad sináptica dependiente del uso en astas posteriores: 
¿más daño que beneficio? 
El objetivo de este estudio es explorar la influencia de la 
neurotransmisión dopaminérgica, mediada por D1, en función del MOR en 
contextos diferentes de la nocicepción central; incluyendo la excitación 
aferente inducida por un estímulo nociceptivo único, la plasticidad sináptica 
inducida por estimulación nociceptiva repetitiva o el dolor neuropático 
sostenido a causa de una lesión nerviosa. Hemos usado técnicas 
electrofisiológicas y procedimientos de estudio conductual para evaluar la 
función del receptor opioide del subtipo µ. Además, hemos estudiado 
aspectos neuroanatómicos y cuantitativos de la expresión del receptor 
mediante inmunofluorescencia confocal y métodos bioquímicos. 
RESULTADOS 
El receptor D1 reduce la excitabilidad en astas posteriores tras la LNR 
mediante el subtipo µ 
Con el objetivo de evaluar la habilidad del receptor D1 para modular la 
transmisión de la señal nociceptiva en astas posteriores hemos registrado 
los potenciales evocados por fibras C en láminas superficiales durante la 
superfusión con el agonista del receptor D1, SKF38393. La administración 
del fármaco no altera los potenciales evocados en ratas sin LNR (fig. 4). Sin 
embargo, en ratas con LNR, SKF38393 reduce significativamente los 
potenciales de forma dependiente de concentración. La reducción es 
estadísticamente significativa a 1 µM (reducción del 48,18±0,26%; p<0,01; 
n=6). 
Recientes estudios muestran interacciones entre la neurotransmisión 
dopaminérgica y la analgesia opioide (Becker et al., 2001; Aira et al., 2014; 
Brewer et al., 2014). En este estudio hemos explorado si la modulación de 
los potenciales evocados mediada por el receptor D1 implica la activación 
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del subtipo µ. La coadministración del antagonista selectivo del subtipo µ 
CTOP a una concentración subclínica (100 nM), que de por sí no altera los 
potenciales evocados, bloquea completamente la depresión de los 
potenciales producida por SKF38393 a 1 µM (fig. 4). En contraste con ello, 
la depresión inducida por SKF38393 no se ve afectada por la 
coadministración de bicuculina (100 nM), antagonista de receptor GABA 
(reducción de un 45,89±0,19%; p<0,01; n=6). 
Figura 4. El MOR es mediador de la depresión de potenciales que induce 
la activación del receptor D1 en ratas con ligadura. 
Las medias de las áreas de los potenciales evocados por fibras C durante la 
superfusión con concentraciones crecientes y acumulativas del agonista del 
receptor D1 SKF38393 en ratas con LNR (círculos negros), en combinación con 
concentraciones subclínicas de CTOP (triángulos negros) o con bicuculina 
(cuadrados negros). En círculos blancos se representa a las ratas con cirugía 
simulada. SKF38393 reduce los potenciales evocados en ratas con LNR pero no 
en ratas que han sufrido cirugía simulada. Dicha reducción es bloqueada por la 
coadministración de CTOP pero no por la aplicación de bicuculina. 
Los asteriscos indican significancia estadística a p<0,01, empleando la prueba 
post hoc de Bonferroni seguido de una ANOVA de una vía, cuando se comparan 
potenciales antes y durante el tratamiento (n=6 cada grupo; las barras indican 
el E.T.M.) Con el objetivo de mostrarlo con más claridad, únicamente están 
etiquetados los primeros valores estadísticamente significativos. En la parte 
superior, se muestran registros representativos, ilustrando el efecto de 
SKF38393 a 1 µM sobre los potenciales evocados por fibras C en ausencia (a) o 
presencia (b) de CTOP a 100 µM (escala de 50ms; 200mV; barra horizontal= 
latencia de las fibras C). 
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Los receptores D1 se expresan en neuronas glutamatérgicas que 
contienen met-encefalina 
El péptido endógeno met-encefalina se expresa de forma abundante en la 
médula espinal (Todd y Spike, 1992; Marvizón et al., 2009) y presenta alta 
afinidad por MOR (Delfs et al., 1994; Raynor et al., 1994; Fields, 2004). 
Basándonos en evidencias previas de que el receptor D1 presináptico facilita 
la liberación de met-encefalina en el SNC (Cameron y Williams, 1993) 
hemos planteado la hipótesis de que el aumento en la expresión de D1 
pueda presentarse en neuronas de la médula espinal que contienen met-
encefalina. Además, algunas evidencias sugieren que tanto las neuronas 
medulares glutamatérgicas como las GABAérgicas pueden contener met-
encefalina (Todd y Spike, 1992; Todd et al., 2003; Marvizón et al., 2007, 
2009). Mediante inmunofluorescencia confocal hemos encontrado que los 
receptores D1 se expresan en neuronas medulares que contienen met-
encefalina y que también expresan transportadores vesiculares de 
glutamato de tipo 2 (vGLUT2) (fig. 5), pero no en las que contienen 
transportadores vesiculares de GABA (vGAT), un marcador de las sinapsis 
GABAérgicas. 
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Figura 5. Coexpresión de D1R y de met-encefalina en neuronas 
glutamatérgicas, pero no en las neuronas GABAérgicas localizadas en 
las láminas superficiales de las astas dorsales. Triple immunofluorescencia 
con marcaje en secciones lumbares han mostrado colocalización del receptor D1 
en neuronas encefalinérgicas que contienen VGLUT2, marcador de neuronas 
glutamátergicas, pero no en neuronas que contienen vGAT, marcador de 
neuronas GABAérgicas. La colocalización triple se indica con color blanco. Se 
presentan las microfotografías de baja resolución y en ellas se marcan las zonas 
ampliadas con alta resolución. Barra de escala igual a 10 µm. 
La LNR promueve un aumento en la expresión presináptica del receptor 
D1 en enclaves que contienen met-encefalina 
Existen evidencias previas de que contextos asociados a incrementos en 
los niveles de dopamina favorecen el aumento en la expresión del receptor 
D1 (Aubert et al., 2005), y de que la liberación de dopamina en las astas 
posteriores aumenta en el dolor patológico (Gao et al., 2001). Hemos 
evaluado si los cambios observados en el perfil modulador de D1 se 
relacionan con aumentos en la expresión del receptor en las neuronas de 
astas posteriores. Con este fin, hemos determinado la expresión de D1 en 
los homogeneizados de astas posteriores extraídos de ratas con LNR (9 días 
tras la cirugía). Los resultados del Western blot muestran un incremento del 
D1 en la fracción sináptica (P3) solo del lado lesionado, pero sin observarse 
en la fracción citoplasmática (S2) de ninguno de los dos lados. El análisis de 
densidad relativa muestra un incremento notable y significativo en 
comparación con el grado de inmunorreactividad en la fracción P3 ipsilateral 
a la lesión en ratas sometidas a cirugía simulada (p<0,01 mediante test t-
Student; fig. 6A). 
Empleando inmunofluorescencia confocal triple y utilizando la 
sinaptofisina como marcador presináptico, hemos detectado un incremento 
significativo de la presencia del receptor D1 en densidades presinápticas 
inmunopositivas a met-encefalina tras la LNR (fig. 6B). Las comparaciones 
mediante correlación de píxeles utilizando el test exacto de Fisher confirman 
niveles de correlación estadísticamente más altos en las ratas con LNR en 
relación con ratas con cirugía simulada (Rr 0,73 vs 0,02; z= -75,72, 
p<0,01). 
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Figura 6. Aumento en la expresión presináptica del receptor D1 y de 
met-encefalina tras la LNR 
A. Los Western blot de los homogeneizados de astas posteriores de las ratas con 
lesión del nervio y de las sometidas a cirugía simulada. Se observa un aumento 
de reactividad a D1 en el compartimento sináptico (P3) de las astas posteriores 
de aquellas ratas con LNR. La tinción con Ponceau se utiliza como control de 
carga de proteína. Las barras muestran el análisis cuantitativo de densidad de 
banda normalizando respecto a la fracción P3 de ratas con cirugía simulada. Los 
asteriscos indican significancia estadística a p<0,01 en el test de t-Student. Las 
barras de error representa el E.T.M. 
B. Micrografías confocales de astas posteriores de ratas con lesión nerviosa y 
sometidas a cirugía simulada, en las que se muestran la inmunorreactividad 
para D1 (rojo), met-encefalina (azul) y sinaptofisina como marcador 
presináptico (verde). La fila de arriba muestra las micrografías de baja 
resolución y en ellas se indica la zona representada en las microfotografías de 
alta resolución (barra, 5 µm) La superposición de los tres marcajes se muestra 
en amarillo. El cambio que más llama la atención es el aumento drástico en la 
triple colocalización tras la LNR respecto a la práctica inexistencia de 
colocalización en las ratas sometidas a cirugía simulada. Los cuadros negros 
localizados sobre el diagrama del asta posterior indica los lugares en los que se 
han obtenido las micrografías para el análisis. 
C. El diagrama de barras representa el análisis basado en la intensidad de 
correlación en las microfotografías de triple inmunoflorescencia confocal. Dicho 
análisis se realiza utilizando el coeficiente de correlación de Pearson como una 
medida de colocalización de pixeles. Tras la LNR, se observa un aumento 
significativo en los coeficientes de correlación de intensidad, lo que indica 
colocalización del receptor D1, con met-encefalina y con sinaptofisina (los 
asteriscos indican un valor de p<0,01 en el test exacto de Fisher respecto a las 
ratas sometidas a cirugía simulada). 
En el dibujo esquemático se propone una interpretación de todos los hallazgos 
presentados. Aunque los receptores D1 se encuentran presumiblemente en 
neuronas glutamatérgicas, el receptor de D1 se encuentra prácticamente 
ausente en condiciones basales en enclaves presinápticos que contienen met-
encefalina, tanto el receptor D1 como la met-encefalina se sobrerregulan en las 
presinapsis tras la LNR. El código de colores para representar la densidad 
presináptica, la met-encefalina y el receptor D1 concuerda con los canales 
mostrados en la inmunofluorescencia. El volumen de transmisión dopaminérgica 
se representa como varicosidades dopaminérgicas (DA). 
La activación endógena sostenida del receptor D1 que sucede a la LNR 
aumenta los niveles de met-encefalina en astas posteriores. 
Hemos realizado Western blots en homogeneizados de astas posteriores 
extraídas, 9 días después de la cirugía, a las ratas con LNR y a las ratas 
sometidas a cirugía simulada. Hemos encontrado un gran aumento de met-
encefalina en los homogeneizados de las ratas con ligadura, en comparación 
con aquellos provenientes de animales control. Tal como se muestra en el 
análisis de densidad, dicho incremento es significativo estadísticamente 
(p<0,01 usando test de t-Student; fig. 7). 
Lo siguiente que hemos pretendido determinar ha sido si la activación 
sostenida del receptor D1 era indispensable para aumentar la presencia de 
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met-encefalina. Para conseguir dicho objetivo, hemos bloqueado el receptor 
D1 mediante administración diaria del antagonista selectivo SCH23390, 
inyectándolo intraperitonealmente, durante los 9 días siguiente a la cirugía 
a dosis de 0,5 mg/kg o 0,05 mg/kg en grupos separados. Hemos hallado 
que el bloqueo crónico del receptor D1, a diferencia del tratamiento con 
vehículo (suero salino isotónico), atenúa de forma dosis-dependiente el 
aumento de met-encefalina inducido por la LNR. Tal como revela el análisis 
de densidad, dicha atenuación es estadísticamente significativa tras el 
tratamiento con SCH23390, en cualquiera de sus dosis, al comparar el 
efecto con el observado en las ratas sometidas a ligadura y a las que se les 
administró suero salino isotónico (p<0,01 utilizando test t-Student; fig. 7). 
Figura 7. El receptor D1 es responsable del aumento en la expresión de 
met-encefalina tras la LNR. 
Los Western blot de los homogeneizados de astas posteriores muestran una 
aumento de met-encefalina en las ratas con LNR en comparación con las ratas 
sometidas a cirugía simulada, así como el efecto del tratamiento postoperatorio 
con el antagonista del receptor D1 SCH23390 durante los 9 días siguientes a la 
lesión. La tinción de Ponceau se emplea para confirmar la carga de proteína. La 
cuantificación basada en la imagen de las bandas de inmunorreactivo, 
normalizadas en base a la densidad de banda de las ratas sin lesión, revela un 
aumento del cuádruple de met-encefalina tras la LNR. El aumento en la 
expresión de met-encefalina es significativa y atenuada, de forma dependiente 
de dosis, por el tratamiento con SCH23390. Los asteriscos indican significancia 
estadística, p<0,01 en test t-Student. Las barras de error indican el E.T.M. 
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El reclutamiento del receptor µ por D1 reprime constitutivamente la 
plasticidad sináptica inducida por señales aferentes. 
Hemos aplicado estimulación de baja frecuencia sobre el nervio ciático 
como condicionante, tanto a 0,2 Hz como a 3 Hz. Ninguno de los dos 
parámetros de estimulación es capaz de condicionar los potenciales 
evocados en ratas intactas (fig. 8). Sin embargo, al bloquear 
farmacológicamente el MOR con CTOP (100 nM), ambas estimulaciones a 
las frecuencias aplicadas producen una potenciación a largo plazo a nivel 
medular de los potenciales evocados por fibras C (aumento del 
78,11±0,53%; p<0,01 en relación a la línea base; fig. 8). El 
desencadenamiento de la potenciación desenmascara un rol constitutivo del 
MOR en la represión de la plasticidad sináptica dependiente de la actividad 
en las neuronas de astas posteriores. En experimentos posteriores, se ha 
utilizado la capacidad de la estimulación a baja frecuencia para inducir 
potenciación a largo plazo como variable para estudiar el rol represor del 
subtipo µ. 
En experimentos análogos hemos bloqueado los receptores D1 medulares 
administrando SCH23390 y hemos encontrado que la estimulación de baja 
frecuencia induce PLP (aumento de un 58,42±0,39%; p<0,01; fig. 8), 
implicando de esta manera al receptor D1 en los mecanismos endógenos 
que constitutivamente reprimen la plasticidad sináptica dependiente del 
uso. Si el receptor D1 opera regulando la liberación del ligando endógeno 
del subtipo µ, como sostienen los datos anatómicos y farmacológicos 
aportados previamente, bloqueando la activación de D1 debería prevenirse 
el reclutamiento del MOR pero no necesariamente la activación de este 
mismo receptor por un agonista exógeno. Para probar esta hipótesis, hemos 
administrado DAMGO, un agonista altamente selectivo del MOR, mediante 
superfusión medular (100 µM) 2 minutos antes de la estimulación de baja 
frecuencia, y simultáneamente se ha administrado SCH23390, para 
bloquear D1. Confirmando la hipótesis previa, hemos observado que 
DAMGO activa al receptor opioide, a pesar del bloqueo de D1, previniendo 
la potenciación a largo plazo (fig. 8). 
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Figura 8. La EBF induce PLP durante el bloqueo tanto de D1 como del 
subtipo µ. 
Las áreas de los potenciales evocados son representadas en relación al tiempo 
antes y después de la aplicación de la estimulación condicionante (2 trenes de 
30 s a 3 mA, pulsos de 1,5 ms de duración administrados a baja frecuencia, 
tanto a 0,2 Hz como a 3 Hz, pausas de 30 s). El eje de tiempo se representa en 
relación con el punto temporal en el que se aplica la estimulación condicionante. 
Dicha estimulación condicionada a 3 Hz induce PLP de los potenciales evocados 
cuando se estimula en presencia de antagonistas tanto del MOR como del D1, 
CTOP o SCH23390 respectivamente. No obstante, no se detectan cambios en los 
potenciales evocados tras la estimulación condicionada durante la superfusión 
medular con LCRA. En las ratas que reciben la superfusión medular con 
SCH23390 y una administración aguda de DAMGO, 2 minutos antes de la EBF se 
previene la generación de PLP. Los asteriscos indican significancia estadística 
(p<0,01) en el aumento de los potenciales evocados en comparación con la línea 
base registrada previamente a la EBF (test post hoc de Bonferroni y ANOVA de 
una vía, n=6 de cada condición experimental). Con intención clarificatoria, 
únicamente aparece etiquetado el primer potencial que aumenta 
significativamente. En la parte superior de la gráfica se muestran potenciales 
evocados representativos de los experimentos en los que se emplean CTOP (a) o 
SCH23390 (b). Las barras de error indican el E.T.M. 
La activación sostenida del receptor D1 tras la lesión del nervio perjudica 
la capacidad del receptor µ de oponerse a la plasticidad sináptica. 
Nos planteamos si la capacidad del MOR para reprimir la plasticidad 
sináptica inducida por estimulación aferente se encuentra preservada 
durante la SC y el dolor sostenido tras la lesión del nervio periférico. Para 
evaluar esta posibilidad, hemos estudiado la potenciación producida por EBF 
9 días después de llevarse a cabo la LNR. Hemos hallado que la 
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potenciales evocados por fibras C (54,12±0,51% y 68,89±0,39% 
respectivamente; ambos p<0,01, n=6; fig. 9A). Además, hemos 
determinado que la PLP es prevenida de forma efectiva por la superfusión 
medular con antagonista del receptor NMDA, D-AP5 (100 µM). 
Si la activación sostenida del receptor D1 tras LNR es responsable de 
perjudicar la capacidad del MOR para prevenir la PLP, manteniendo 
bloqueado el receptor D1 tras la lesión nerviosa debería preservarse la 
función del receptor µ. Hemos tratado a las ratas sometidas a LNR con 
inyecciones diarias interperitoneales de antagonista del receptor D1, 
SCH23390, tanto a 0,05 como con 0,5 mg/kg, durante 9 días, para 
posteriormente intentar inducir potenciación a largo plazo por EBF. Además, 
hemos evaluado el efecto de la misma dosis de antagonista sobre la 
activación fásica del receptor D1 durante la inducción de PLP, por ejemplo, 
en ausencia de administración diaria previa, en ratas sin lesión nerviosa 
administrando el fármaco 20 minutos antes de la EBF. En las ratas con 
lesión, hemos observado que una administración aguda de 0,05 mg/kg de 
SCH23390 tras EBF, una dosis efectiva para prevenir la sobrerregulación de 
met-encefalina en astas posteriores (veáse la fig. 7), es incapaz de bloquear 
la activación fásica del receptor D1, mientras que permite que se desarrolle 
la PLP (fig. 9B). Contrariamente, se ha observado que el antagonista 
administrado a dosis más alta (0,5 mg/kg) previene la PLP. Estos hallazgos 
muestran que la dosis más alta de antagonista bloquea tanto la activación 
fásica del receptor D1 durante la inducción de la PLP como la activación 
sostenida que conlleva un aumento en la expresión de met-encefalina tras 
la LNR. En las ratas con daño nervioso que son tratadas crónicamente con 
SCH23390 hemos observado que la capacidad de MOR para reprimir la 
plasticidad inducida por estímulos aferentes se mantiene completamente 
preservada mediante la aplicación de 0,05 mg/kg del fármaco, es decir, que 
esta dosis es suficiente para bloquear de forma efectiva el aumento en la 
expresión de met-encefalina pero no demasiado alta como para prevenir la 
activación fásica de D1 durante la PLP (fig. 9B). También hemos observado 
una ligera pero estadísticamente significativa potenciación (26,79±0,50%, 
p<0,01, n=6; fig. 9B) tras EBF en ratas tratadas con la dosis mayor de 
SCH23390 (0,5 mg/kg). Hemos interpretado esta PLP como un probable 
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resultado del bloqueo de la activación fásica del receptor D1 durante la 
aplicación de la EBF. 
 
Figura 9. El receptor D1 es responsable de la pérdida de capacidad 
endógena de represión de la plasticidad sináptica tras la LNR. 
A. En las ratas con LNR, la EBF condicionante induce PLP de los potenciales 
evocados por fibras C, dependiente del receptor NMDA, 9 días después de la 
operación. Se representa el curso temporal de los cambios inducidos por 
estimulación condicionante. Asimismo, se muestran dos ejemplos de potenciales 
evocados representativos de los experimentos (las líneas grises corresponden a 
los registros basales controles) 
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B. El bloqueo postoperatorio de la actividad de D1 tras la LNR con inyecciones 
intraperitoneales de SCH23390 preserva la capacidad del mecanismo endógeno 
de prevenir la PLP. El fenómeno se encuentra mejor ejemplificado por los datos 
de las ratas que recibieron la dosis más baja de SCH23390 (0,05 mg/kg). La 
dosis más alta (0,5 mg/kg) no es capaz de impedir la generación de PLP, 
presumiblemente debido al bloqueo de la activación fásica del receptor de D1 
durante la estimulación condicionante,tal como se confirma por los experimentos 
control en ratas intactas, gráfica de la derecha. 
C. La activación aguda del receptor µ por administración de DAMGO mediante 
superfusión medular, 2 minutos antes de la EBF, reprime la generación de PLP 
únicamente en las ratas en las que se ha bloqueado la activación sostenida del 
receptor D1 tras la LNR mediante inyecciones postoperatorias diarias de 
SCH23390. 
En las cuatro gráficas, los asteriscos denotan un aumento estadísticamente 
significativo de las medias de las áreas de los potenciales (p<0,01) 
comparándolos con los potenciales previos a la EBF (test post hoc de Bonferroni 
y ANOVA de una vía). Solo el primer dato con aumento estadísticamente 
significativo se encuentra etiquetado. Las barras de error indican el E.T.M. 
Además, hemos querido determinar si anulando la activación sináptica 
sostenida de D1 tras la LNR, se preserva la respuesta del MOR a la 
activación exógena por agonista. Con este fin, hemos evaluado la capacidad 
del agonista del MOR, DAMGO, administrado agudamente por superfusión 
medular (100 µM) justo antes de la estimulación condicionada, para 
prevenir la inducción de PLP en ratas con LNR, tratadas crónicamente con 
SCH23390. Hemos observado que DAMGO previene eficientemente la PLP 
en las ratas tratadas con SCH23390 (0,5 mg/kg) pero no en las tratadas 
sólo con vehículo (suero salino isotónico) (aumento de un 38,05±0,46%, 
relativo a los resultados previos a la EBF; p<0,01, n=6; fig. 9C). 
La activación sináptica potenciada de D1 tras la LNR perjudica la 
analgesia térmica y mecánica mediada por el receptor µ 
Para entender mejor como el aumento en la expresión del receptor D1, 
tras la LNR, influye en la antinocicepción del subtipo µ, hemos evaluado la 
capacidad de DAMGO administrado agudamente (1,5 mg/kg) de aliviar la 
nocicepción térmica y mecánica en ratas con LNR pasados 9 días tras la 
cirugía. Las ratas sometidas a LNR y tratadas con suero salino isotónico, 
tanto aguda como crónicamente, han presentado alodinia térmica y 
mecánica  ipsilateral, tal como demuestra el descenso de los umbrales de 
retirada de la extremidad posterior frente a estimulación mecánica de la 
superficie plantar con monofilamentos de von Frey o del umbral frente al 
test de la placa caliente (umbral mecánico de 2,13±0,30 g frente a 
10,83±0,40 g en ratas que se han sometido a cirugía simulada, y el umbral 
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térmico de 39,09±0,27 ºC frente a 48,13±0,31 ºC en las ratas sin ligadura; 
p<0,01 en ambos casos contrastado mediante test t-Student, n=6). En 
estas ratas, DAMGO revierte significativamente, aunque sólo de forma 
parcial, los umbrales mecánico y térmico (4,91±0,42 g umbral mecánico 
frente al 2,13±0,30 g previo a DAMGO, y 42,48±0,23 ºC el umbral térmico 
frente a 39,09±0,27 ºC previo a DAMGO; p<0,01 en los dos contrastes 
usando test t-Student, n=6, fig. 10). En el caso de las ratas con LNR 
tratadas crónicamente con SCH23390, los umbrales mecánicos aumentan 
drásticamente (9,49±0,43 g, p<0,01 frente a los previos al DAMGO; fig. 
10), y los umbrales térmicos se ven restaurados a niveles propios de ratas 
sometidas a cirugía simulada (47,52±0,35 ºC; p<0,01 empleando test t-
Student frente a las medidas previas a DAMGO, y p=0,07 frente a ratas sin 
LNR; fig. 10). De esta manera, los incrementos en los umbrales mecánicos 
y térmicos tras la administración de DAMGO son significativamente mayores 
en las ratas tratadas con SCH23390 que en animales crónicamente tratados 
con vehículo (p<0,01 utilizando el test t-Student para contrastar el efecto 
de los diferentes tratamientos en ambas modalidades sensoriales). 
Figura 10. La antinocicepción térmica y mecánica por estimulación 
farmacológica del MOR es preservada por tratamiento con antagonista 
del receptor D1 en ratas con LNR. 
Se muestran los umbrales de dolor al calor evaluados con el test de placa 
caliente (A) y los umbrales de retirada de la extremidad posterior tras 
estimulación mecánica estática evaluados con monofilamentos de von Frey (B) 9 
días tras la LNR. La administración aguda de DAMGO (ip.) antes de la prueba de 
comportamiento retorna parcialmente a niveles basales los umbrales térmicos y 
mecánicos, ambos significativamente más bajos tras la LNR ipsilateralmente a la 
lesión. Sin embargo, una inyección aguda de DAMGO aumenta drásticamente 
tanto el umbral térmico como el mecánico, alcanzando niveles cercanos a los 
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Resultados y discusión 
normales, en ratas ligadas tratadas con SCH23390 (ip. diaria) para bloquear la 
activación postoperatoria del receptor D1. No ocurre lo mismo en ratas tratadas 
con vehículo (suero salino isotónico). Los asteriscos indican significancia 
estadística (p<0,01) en los contrastes mediante test t-Student. Las barras de 
error indican el E.T.M. 
Rápido deterioro de la función del receptor µ tras la activación del 
receptor D1 
Con el objetivo de determinar el momento en el que se produce el 
deterioro de la función del MOR tras el inicio de la activación sostenida de 
D1, hemos llevado a cabo una activación de los receptores D1 en astas 
posteriores de ratas intactas, mediante superfusión del agonista selectivo 
SKF38393 (100 µM), antes de la aplicación de la EBF. Los resultados 
muestran que la activación del receptor D1 durante 30 minutos es suficiente 
para perjudicar la capacidad del MOR para prevenir la PLP tras el 
condicionamiento (53,02±0,51%, p<0,01, n=6; fig. 11). En experimentos 
separados hemos encontrado que bloqueando simultáneamente el MOR con 
CTOP (10 µM; lavado intensamente durante 5 minutos previamente a la 
EBF) durante la activación de D1 se preserva la capacidad del MOR para 
prevenir la PLP, sugiriendo que el deterioro de la funcionalidad del MOR tras 
la activación de D1 está causado por una activación sostenida del MOR. 
Figura 11 Rápido colapso de la función del MOR tras una activación 
sostenida de D1. 
La activación del receptor D1 con SKF38393 durante 30 minutos antes de la 
estimulación condicionante es suficiente para incapacitar la respuesta endógena 
de represión de la PLP mediada por el MOR. Impidiendo la activación sostenida 
del MOR con CTOP (con un lavado intenso 5 minutos antes de la estimulación) 
durante la activación del receptor D1 se preserva la capacidad del MOR de evitar 
la generación de PLP. 
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Los asteriscos indican significancia estadística (p<0,01) cuando se comparan los 
potenciales previos y posteriores a la estimulación condicionante mediante el 
test post hoc de Bonferroni y ANOVA de una vía (n=6 en cada condición 
experimental, las barras de error indican el E.T.M.) Únicamente etiquetados los 
primeros datos que muestran un efecto estadísticamente significativo. 
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DISCUSIÓN 
El receptor D1 reduce la excitabilidad medular mediante el MOR 
El hallazgo de que la activación del receptor D1 reduce la excitación 
evocada en las neuronas de las astas posteriores es complementario a 
evidencias previas que sostienen una acción general antinociceptiva de la 
dopamina en las astas posteriores (Tamae et al., 2005; Taniguchi et al., 
2011). El efecto modulador del receptor D1 se circunscribe a las ratas con 
LNR, tal como sugieren la ausencia de modulación de los umbrales 
mecánicos nociceptivos o de las respuestas agudas evocadas por fibras C en 
animales intactos (Tamae et al., 2005; Yang et al., 2005), así como la 
atenuación de la activación por agonistas de D1 en la segunda pero no en la 
primera fase del test de la formalina observada en ratas y ratones 
(Zarrindast et al., 1999; Munro et al., 2007). Uno de los mecanismos que 
emplea el receptor D1 para atenuar la excitación neuronal consiste en 
potenciar la inhibición producida por opioides o por GABA (Schoffelmeer et 
al, 2000; Mango et al, 2014). En este estudio hemos medido la capacidad 
del agonista de D1, SCH23390, de reducir los potenciales evocados 
mientras se reduce la activación endógena de los receptores medulares 
opioides µ y GABA por antagonistas selectivos. La coadministración de 
CTOP, pero no de bicuculina, impide la reducción mediada por el receptor 
D1, sugiriendo la implicación del MOR medular. 
Otros autores han descrito mecanismos de regulación funcional de 
algunos neurotransmisores por acción de la dopamina en el SNC (Tritsch y 
Sabatini, 2012). Aunque la dopamina principalmente actúa limitando la 
liberación del neurotransmisor, hay evidencias que indican que puede 
producir una facilitación heterosináptica a través del receptor D1 (Cameron 
y Williams, 1993; Trudeau et al., 1996; Chen y Regehr, 1997). 
Considerando que la encefalina es el mayor ligando opioide en las astas 
posteriores (Marvizón et al., 2009; Huang et al., 2010), planteamos la 
posibilidad de que la interacción del receptor D1 con el subtipo µ se 
produzca en los terminales que contienen encefalina, neurotransmisor con 
una alta afinidad por µ (Delfs et al., 1994; Raynor et al., 1994; Fields, 
2004). 
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Además, tanto la encefalina como el receptor D1 están localizados 
predominantemente en la lámina II de las astas posteriores (Todd y Spike, 
1992; Zhu et al., 2007). Los resultados muestran colocalización del receptor 
D1 con el marcador presináptico sinaptofisina y con met-encefalina en la 
superficie de las astas posteriores (fig. 6), respaldando la idea de que el 
receptor D1 se presenta en enclaves presinápticos en los que también se 
encuentra met-encefalina. La ausencia de receptores D1 y met-encefalina 
en las neuronas GABAérgicas es coherente con la falta de interacción 
observada anteriormente entre los receptores D1 y GABA. La encefalina, en 
cambio, si se encuentra presente en neuronas GABAérgicas de la médula 
espinal (Todd y Spike, 1992; Todd et al., 2003; Marvizón et al., 2007, 2009; 
Huang et al., 2010), y en fibras C (Marvizón et al., 2009). Los datos 
obtenidos de la imnunofluorescencia confocal nos indican que las neuronas 
que muestran presencia del transportador vesicular VGLUT2, marcador de 
neuronas glutamatérgicas, contienen D1 y met-encefalina, al contrario de 
las neuronas que se encuentran marcadas con vGAT, transportador presente 
en neuronas GABAérgicas. Los terminales postsinápticos más habituales 
para terminales encefalinérgicos suelen ser los aferentes primarios 
(Mansour et al., 1994, 1995; Ji et al., 1995; Li et al., 1998) o las 
interneuronas excitatorias en la médula espinal (Arvidsson et al., 1995; 
Kemp et al., 1996). 
Al ser SCH23390 agonista tanto de los receptores D1 como D5, no 
podemos discriminar la contribución de cada uno en la acción depresora 
observada a causa del fármaco. De hecho, hay estudios que muestran la 
presencia de D5 en la médula espinal (Zhu et al., 2007) y hay recientes 
evidencias que sugieren una posible contribución de esta familia de 
receptores en el dolor sostenido (Kim et al., 2015). A pesar de estos datos, 
y de que no podemos excluir a D5 de la interacción D1-MOR, hemos 
aportado pruebas inmunocitoquímicas y western blots usando anticuerpo 
policlonal contra D1, el cual selectivamente se une al receptor y por el que 
podemos apreciar la implicación de D1 en este fenómeno de plasticidad. 
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La sobrerregulación del receptor D1 aumenta la disponibilidad de met-
encefalina 
En el presente trabajo mostramos datos anatómicos y bioquímicos que 
señalan que tras la LNR se producen cambios adaptativos que afectan a la 
expresión y organización subcelular del receptor D1 y de la met-encefalina. 
Hemos detectado un aumento en la inmunorreactividad frente al receptor 
D1 en la fracción sináptica (P3) de los homogeneizados de astas posteriores 
de las ratas con LNR en enclaves presinápticos de neuronas que contienen 
met-encefalina, colocalizado con el marcador presináptico sinaptofisina (fig. 
6). El aumento de liberación de dopamina en astas posteriores tras la LNR 
se encuentra en consonancia con el incremento de este mismo 
neurotransmisor observado tras las inyecciones intraplantares de 
carragenina (Gao et al., 2011). En relación a la respuesta metabólica del 
receptor D1 se ha comprobado que ante una prolongada exposición a 
dopamina este receptor responde con un rápido reciclado, mostrando altos 
niveles de recolocación en la membrana celular (Ariano et al., 1997; Bartlett 
et al., 2005). 
Asimismo, hemos detectado un aumento de la inmunorreactividad a met-
encefalina en los homogeneizados de astas posteriores de las ratas con 
LNR, cuadruplicando los niveles basales, lo cual concuerda con resultados 
previos en modelos de dolor experimental (Sommer y Myers, 1995; Calzá et 
al., 1998; Hossaini et al., 2014). En estudios propios, hemos observado que 
cuando aumenta la señal aferente nociceptiva se produce un incremento de 
la disponibilidad de met-encefalina y una activación sostenida de MOR 
(Buesa et al., 2008). La relevancia del mecanismo reflejado en este estudio 
consiste en que la actividad sostenida del receptor D1 es responsable del 
incremento de met-encefalina, lo cual queda demostrado con el efecto 
atenuador del bloqueo postoperatorio de D1, con SCH23390, sobre el 
aumento de expresión de met-encefalina tras la LNR. 
El receptor D1 condiciona el umbral de plasticidad sináptica 
Hemos inducido una potenciación sináptica a largo plazo de los 
potenciales evocados por fibras C en las astas posteriores de ratas intactas, 
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empleando EBF como estímulo condicionante, mientras se realizaba un 
bloqueo del MOR, poniendo de manifiesto el papel constitutivo del subtipo µ 
en la represión de la plasticidad sináptica producida por un estímulo 
nociceptivo repetitivo. La PLP en las sinapsis de las astas posteriores se 
considera un fenómeno esencial que subyace a la generación de la 
hiperalgesia y de la SC en las vías de señalización nociceptiva (Ji et al., 
2003; Sandkühler, 2007; Sandkühler y Gruber-Schoffenegger, 2012). 
Nuestras observaciones están en consonancia con estudios previos que 
indican que el MOR se opone al wind-up producido por estímulos 
nociceptivos repetidos (Guan et al., 2006), así como que interfiere con los 
mecanismos de inducción de la PLP tras la estimulación de alta frecuencia 
en preparaciones in vitro (Terman et al., 2001). Mediante el bloqueo del 
receptor D1 hemos reproducido el efecto permisivo sobre la inducción de 
PLP que observábamos con el bloqueo del subtipo µ, lo cual sugiere que la 
modulación mediada por D1 sobre la neurotransmisión en astas posteriores 
se integra en el mecanismo de represión constitutiva de la SC. Además, la 
activación directa del MOR por el agonista DAMGO previene la inducción de 
PLP a pesar del bloqueo simultáneo del receptor D1. Estos datos refuerzan 
la idea de que el receptor D1 regula la función del subtipo µ mediante la 
facilitación en la liberación del neurotransmisor, interviniendo de esta 
manera en la disposición para que se genere plasticidad sináptica. 
Se ha descrito anteriormente que las neuronas dopaminérgicas 
pertenecientes a la vía diencefaloespinal proveniente de A11 intervienen en 
los controles conocidos como inhibidores nocivos difusos (CIND) mediante 
el reclutamiento del receptor D2 (Lapirot et al., 2011). Los datos aquí 
presentados implican también al receptor D1 como mediador medular del 
efecto de la dopamina liberada por estas neuronas, mostrando que D1 es 
reclutado en respuesta a estimulaciones condicionantes repetitivas de las 
fibras C o a la descarga aferente asociada a una lesión experimental de un 
nervio periférico. 
La activación sostenida del receptor D1 perjudica la función del MOR 
La estimulación de baja frecuencia induce PLP de los potenciales 
evocados por fibras C en ratas sometidas a LNR, lo que revela que los 
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mecanismos endógenos encargados de reprimir la plasticidad sináptica se 
encuentran alterados en el dolor sostenido. La PLP inducida es dependiente 
del receptor NMDA (Randic et al., 1993; Liu y Sandkühler, 1995; Svendsen 
et al., 1998; Pedersen y Gjerstad, 2007; Qu et al., 2008; Zhou et al., 
2008), tal como indica el bloqueo del mismo con D-AP5. Evidencias previas 
sostienen que la tolerancia a opioides endógenos, derivada de una 
neurotransmisión opioidérgica intensificada, puede contribuir a disminuir la 
sensibilidad a analgésicos opioides en el dolor sostenido (Xu et al., 2004). 
La LNR establece unas condiciones propicias aumentando la disponibilidad 
de met-encefalina, tal y como se demuestra en el presente estudio. 
Además, nuestros resultados muestran que el aumento en la expresión del 
receptor D1 tras la LNR conlleva una disfunción del MOR asociada a un uso 
sostenido del mismo. De esta forma, la represión endógena de la PLP (fig. 
8) se encuentra preservada en las ratas sometidas a lesión tratadas 
crónicamente con SCH23390, a una dosis suficiente como para prevenir el 
aumento en la expresión de met-encefalina. El bloqueo crónico del receptor 
D1 tras la LNR mantiene la capacidad de respuesta del MOR a fármacos 
opioides, tesis apoyada por las dos evidencias observadas. Por un lado, una 
activación adecuada de MOR en ratas con LNR que habían sido tratadas con 
SCH23390, siendo efectivo DAMGO impidiendo la inducción de PLP. Por otro 
lado, la capacidad de DAMGO para elevar los umbrales nociceptivos 
térmicos y mecánicos, los cuales habitualmente se ven afectados tras la 
LNR, y que son preservados o restablecidos a niveles normales en las ratas 
tratadas con SCH23390 (fig. 10). 
La activación, durante 30 minutos, del receptor D1 con SKF38393 en 
ratas intactas resulta suficiente para alterar la capacidad del MOR de 
reprimir la PLP (fig. 11), lo que revela que la disfunción del MOR es un 
fenómeno de rápida manifestación y que la activación del receptor D1 es 
indispensable para que ésta ocurra. Este período de tiempo se ajusta al 
tiempo necesario descrito para que se produzca un aumento significativo de 
la dopamina extracelular en astas posteriores como respuesta a un estímulo 
nociceptivo (Gao et al., 2001). Consistentemente, hemos hallado que el 
bloqueo farmacológico, con CTOP, de la activación sostenida del MOR 
preserva la represión endógena de la PLP a pesar de la activación del 
receptor D1, lo que demuestra que el deterioro de la función del MOR es 
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causado por una activación sostenida del mismo. Además, hay evidencias 
de que una activación continuada de D1 puede conducir a la disfunción de 
MOR de manera progresiva, ya que la estimulación sostenida de D1 por una 
concentración alta de SKF38393 (250 µM) puede conllevar a una 
disinhibición futura de los potenciales evocados en ausencia de estímulo 
condicionante (Yang et al., 2005). 
La SC se caracteriza por un incremento en la ganancia del sistema 
nociceptivo en relación a la entrada de señales aferentes (Wolf y Salter, 
2000; Latremoliere y Wolf, 2009). Aunque el fenómeno de la plasticidad 
sináptica dependiente del uso se encuentra ampliamente aceptado como un 
mecanismo básico de la SC, poco se conoce sobre los mecanismos que 
regulan su generación. En este estudio hemos aportado pruebas novedosas 
que señalan que tanto la modulación de la excitabilidad central como la 
represión de la plasticidad sináptica mediadas por el MOR se encuentran 
reguladas por la neurotransmisión dopaminérgica a través de la activación 
del receptor D1. De esta manera, el reclutamiento del MOR regulado por D1 
supone un fenómeno instrumental para la prevención de la sensibilización 
central, y su funcionamiento sostenido perjudica la funcionalidad del MOR y 
aumenta la vulnerabilidad hacia futuros estímulos aferentes. 
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ESTUDIO 3: Los receptores dopaminérgicos medulares D1 modulan 
la hiperexcitabilidad mediada por el receptor NMDA y la 
fosforilación de la subunidad NR1 en la serina 889. 
La activación sináptica del receptor NMDA se considera un mecanismo 
celular clave para la generación y mantenimiento de la SC y el dolor 
patológico tras un daño titular o inflamación. En las astas dorsales de la 
médula espinal, la actividad de NMDA es potenciada en gran medida por la 
plasticidad sináptica resultante de los estímulos dolorosos sostenidos o 
intensos. Además, la fosforilación de las diferentes subunidades del receptor 
NMDA, se encuentra ligada a la plasticidad dependiente de glutamato 
asociada a la hiperexcitabilidad medular en situaciones de dolor persistente. 
En este estudio hemos registrado los potenciales evocados por fibras C 
para determinar el papel de los receptores D1 en la potenciación de la 
activación de los receptores NMDA durante el dolor neuropático resultante 
de la lesión de un nervio periférico. Hemos empleado la hiperexcitabilidad 
medular inducida por cis-ACPD, agonista del receptor NMDA, como criterio 
de evaluación para valorar la activación potenciada del receptor NMDA, en 
combinación con otros compuestos que actúan de forma selectiva sobre el 
receptor D1. Además, hemos empleado inmunofluorescencia confocal para 
evaluar la influencia de los receptores D1 en la fosforilación de los 
receptores postsinápticos NMDA en astas dorsales. 
RESULTADOS 
El bloqueo del receptor D1 atenúa la hiperexcitabilidad inducida por el 
receptor NMDA tras la LNR. 
La superfusión espinal con cis-ACPD (hasta a 1 mM), un agonista 
selectivo del receptor NMDA no consigue alterar los potenciales evocados 
por fibras C en las ratas con cirugía simulada. Por el contrario, cis-ACPD 
induce hiperexcitabilidad en las ratas con LNR. De hecho, es suficiente con 
una concentración de 100 nM para aumentar los potenciales evocados en un 
37,30±0,58% (14,87±0,32 µV ms vs. 10,83±0,38 µV ms medido antes de 
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la administración del agonista; p<0,01, n=6), y se aumenta en un 
91,14±3,19% cuando la concentración administrada es de 100 µM 
(20,70±0,41 µV ms, fig. 12). 
Para investigar la implicación del receptor D1 en la hiperexcitabilidad 
inducida por el receptor NMDA tras la ligadura, coadministramos SCH23390, 
antagonista del receptor D1, 30 minutos antes de la superfusión con cis-
ACPD. La coadministración de SCH23390 a 10 µM reduce la 
hiperexcitabilidad inducida por el receptor NMDA, incrementando la menor 
concentración efectiva de cis-ACPD que aumenta significativamente los 
potenciales evocados (19,22±0,40%), así como el valor IC50 del cis-ACPD 
en comparación con el valor obtenido tras la administración del agonista en 
ausencia de SCH23390 (fig. 12). 
Figura 12. La inhibición farmacológica del receptor D1 atenúa 
significativamente el aumento en los potenciales evocados por fibras C 
inducido por el cis-ACPD tras la LNR.  
Se muestran las medias de las áreas de los potenciales evocados por fibras C 
durante la superfusión medular con concentraciones crecientes del agonista del 
receptor NMDA cis-ACPD (círculos blancos en ratas sometidas a cirugía simulada 
y círculos negros en ratas con LNR), y durante la superfusión simultánea de este 
mismo agonista junto con el antagonista del receptor D1, SCH-23390, a 
concentraciones subclínicas (10 µM) representado con triángulos negros. 
Cis-ACPD aumenta notablemente los potenciales evocados en ratas con LNR 
pero no lo hace en ratas con cirugía simulada. Este aumento producido por cis-
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ACPD se atenúa significativamente por la coadministración de SCH-23390. Se 
encuentran etiquetadas con asteriscos las concentraciones que muestran 
diferencias significativas de p<0.01 al comparar los potenciales durante el 
tratamiento con los evocados con LCRA antes del tratamiento (n=6 cada grupo; 
las barras muestran el E.T.M.). Para mayor claridad, únicamente se encuentran 
etiquetados los primeros efectos significativos. En la parte superior se muestran 
registros representativos del efecto inducido por cis-ACPD a 10 µM sobre los 
potenciales evocados en ausencia (b) o presencia (c) de SCH23390 a 10 µM 
(Escala 50 ms, 200 mV, barra horizontal=latencia de fibras C). 
La coactivación del receptor D1 potencia la hiperexcitabilidad del receptor 
NMDA en ausencia de lesión. 
Administramos una concentración subclínica de agonista SKF38393 (50 
µM, determinada en experimentos preliminares) con concentraciones 
crecientes de cis-ACPD en ratas carentes de lesión. En presencia de 
SKF38393, cis-ACPD a 1 µM aumenta de forma significativa los potenciales 
evocados en un 22,34±0,79% (12,65±0,45 µV ms vs. 10,34±0,36 µV ms 
durante la superfusión con SKF38393; p<0,01, n=6), y más de 
63,54±1,09% si se aplica una concentración de 100 µM (16,91±0,29 µV ms 
vs. 10,34±0,34 µV ms durante la superfusión únicamente con SKF38393; 
fig. 13) 
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Figura 13. La activación simultánea de los receptores D1 y NMDA 
aumenta los potenciales evocados por fibras C en ratas sometidas a 
cirugía simulada. 
Se muestran las medias de las áreas de los potenciales evocados por fibras C 
durante superfusión medular con concentraciones crecientes de cis-ACPD 
administrado por si solo (círculos blancos) o en combinación con SKF38393 a 
concentraciones de 50 µM (círculos negros). Mientras que cis-ACPD por sí solo 
no produce ningún cambio, en coadministración con SKF38393 producen un 
aumento de los potenciales evocados de manera dependiente de la 
concentración. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0.01 en el test 
de Bonferroni) cuando se comparan las medias de las áreas de los potenciales 
con la línea base durante la superfusión con LCRA. Los registros representativos 
muestran el efecto de los fármacos en los potenciales evocados. Las barras de 
error indican el E.T.M. 
SCH23390, antagonista del receptor D1, previene el aumento en la 
expresión sináptica de la subunidad NR1 fosforilada en Ser889 tras la LNR. 
Existen estudios previos que indican que la subunidad NR1 del receptor 
NMDA experimenta una rápida fosforilación en la Ser889 en la fracción 
postsináptica de las neuronas de astas posteriores de ratas con LNR (Aira et 
al., 2013; 2014). En el presente estudio, se ha evaluado la implicación del 
receptor D1 en la fosforilación de NR1, comparando la coinmunolocalización 
de pNR1 con el marcador postsináptico PSD-95, 90 minutos después de la 
LNR, tanto en presencia como en ausencia de bloqueo del receptor D1 por 
superfusión de SCH23390. La colocalización de pNR1 y de PSD-95 decrece 
notablemente en las ratas tratadas con SCH23390 en comparación con las 
que no reciben el antagonista. El análisis de correlación de píxeles de las 
microfotografías de la doble inmunofluorescencia confocal confirma los 
significativamente bajos valores de Rr obtenidos en las ratas que han 
recibido el tratamiento (Rr 0,31 vs. 0,80, respectivamente, z=-67,71 
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Figura 14. El bloqueo del receptor medular D1 evita la sobrerregulación 
de la fosforilación de NR1 en la serina 889 inducida tras la LNR en 
enclaves postsinápticos. 
Micrografías de doble inmunofluorescencia de la sección transversal de L5 con 
inmunorreactivo para NR1 fosforilado y el marcador postsináptico PSD-95. Todas 
las fotografías fueron tomadas en láminas superficiales de las astas posteriores. 
Barra de escala igual a 5 µm. La coexpresión de NR1ser889 fosforilado y PSD-95, 
tal y como muestra la superposición y confirma el análisis de correlación, 
aumenta ipsilateralmente a la lesión tras la LNR, indicando un incremento de 
NR1ser889 fosforilado en los enclaves postsinápticos. La superfusión medular 
previa a la lesión con el antagonista del receptor D1, SCH23390, reduce 
significativamente la sobrerregulación de NR1ser889 fosforilado inducida por la 
LNR. Los asteriscos indican la significatividad estadística de las diferencias en el 
test exacto de Fisher (p<0,01) para la comparación de coeficientes de 
correlación de Pearson. Las barras de error indican el E.T.M. 
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DISCUSIÓN 
Los receptores de NMDA localizados en las neuronas de astas posteriores 
pueden aumentar notablemente la neurotransmisión nociceptiva. La entrada 
de señal nociceptiva periférica prolongada o intensa parece ser un 
prerrequisito para la activación del receptor NMDA, y la respuesta de dicho 
receptor a fármacos afines es diferente dependiendo de si las neuronas de 
las astas posteriores se encuentran o no sensibilizadas. Así, la inhibición 
farmacológica del receptor NMDA puede reducir tanto el área de los campos 
receptivos como los signos de hipersensibilidad sólo en animales con 
inflamación periférica (Ren et al., 1992, Svendsen et al., 1999). Ello 
concuerda con nuestra observación acerca de que cis-ACPD sólo amplifica 
los potenciales evocados por fibras C en las ratas sometidas a LNR (fig. 12). 
Numerosas evidencias apuntan a que el receptor NMDA tiene un papel clave 
en la hiperexcitabilidad medular y en la SC. De acuerdo con ello, la 
aplicación intratecal de antagonistas del receptor NMDA bloquea la 
plasticidad neuronal transitoria que se produce en las astas posteriores tras 
una estimulación eléctrica intensa del nervio ciático, y además reduce la 
alodinia mecánica en modelos experimentales de dolor persistente (Ren et 
al., 1992; Bennett et al., 2000). De hecho, tanto el fenómeno de wind-up 
como la sumación temporal parecen depender de la activación del receptor 
NMDA (Eide, 2000). Concretamente, el modelo de lesión del nervio utilizado 
en el presente estudio produce facilitación sostenida de las corrientes de 
membrana mediadas por el receptor NMDA en las neuronas de astas 
posteriores durante varios días tras la LNR (Isaev et al., 2000). 
Estudios recientes han demostrado que las proyecciones descendentes 
supraespinales se encuentran implicadas en la inducción y el mantenimiento 
de la SC (Vera-Portocarrero et al., 2006; Wang et al., 2013). La activación 
exógena de la región rostroventromedial del bulbo raquídeo, la principal 
fuente de inervación serotoninérgica de la médula espinal, aumenta la 
fosforilación de la subunidad NR1 en astas posteriores (Lagraize et al., 
2010), así como la activación del receptor 5-HT2B a nivel medular (Aira et 
al., 2013). Las vías descendentes dopaminérgicas provenientes del núcleo 
hipotalámico A11 (Qu et al., 2006; Barraud et al., 2010) son conocidas por 
modular también la neurotransmisión medular. Mientras que los receptores 
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medulares de la familia D2 intervienen en la antinocicepción inducida por la 
estimulación eléctrica de las neuronas diencefaloespinales en condiciones 
basales (Wei et al., 2009; Taniguchi et al., 2011), los receptores de la 
familia D1 parecen ejercer acciones de modulación más complejas (Zhu et 
al., 2007). Los estudios sugieren que la modulación mediada por el receptor 
D1 puede estar influída por la disponibilidad sináptica de la dopamina. De 
este modo, la familia de receptores D1 inhibe los potenciales raquídeos 
ventrales con niveles bajos de dopamina (Kawamoto et al., 2012), mientras 
que promueve la plasticidad sináptica en astas posteriores durante la 
hiperexcitación medular e incrementa los niveles de dopamina en esta 
región (Yang et al., 2005; Gao et al., 2010; Kim et al., 2015). Nuestras 
observaciones son consistentes con estos datos, mostrando que el receptor 
D1 puede contribuir a la hiperexcitabilidad medular mediante su 
participación en la activación y fosforilación del receptor NMDA tras la 
ligadura nerviosa raquídea. 
El reclutamiento del receptor NMDA por D1 es un mecanismo 
instrumental tanto para potenciar las sinapsis asociadas a los receptores 
NMDA en el estriado (Dunah y Standaert, 2001; Dudman et al., 2003) como 
para la expresión en la superficie de la membrana de las subunidades NR1 y 
NR2B en las neuronas piramidales de la corteza prefrontal (Gao y Wolf, 
2008). Hemos observado que la hiperexcitabilidad inducida por el receptor 
NMDA en las ratas con LNR depende de la activación endógena del receptor 
D1. Además, se muestra que una activación simultánea de los receptores 
NMDA y D1 es suficiente para potenciar los potenciales evocados por fibras 
C en ausencia de LNR. Estas observaciones sugieren que la actividad del 
sistema de proyecciones descendentes dopaminérgicas, que se ve 
incrementada tras la LNR (Gao et al., 2001, Ma y Eisenach 2003) y el 
aumento de la liberación de glutamato por las neuronas aferentes primarias 
(Bardoni et al., 2013) concurren para promover la SC y aumentar la 
excitabilidad frente a señales nociceptivas aferentes. 
La fosforilación es clave para la sobrerregulación de la función del 
receptor NMDA. La fosforilación de la subunidad NR1 en las astas 
posteriores aumenta significativamente durante una estimulación 
nociceptiva persistente, tal como se muestra en estudios previos de nuestro 
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grupo (Aira et al., 2013, 2014) o por otros investigadores (Brenner et al., 
2004; Caudle et al., 2005). Existen indicaciones previas de que vías de 
señalización intracelular asociadas con la activación del receptor D1 se 
encuentran implicadas en la fosforilación de NR1 tras un estímulo 
nociceptivo periférico (Zou et al., 2002). En el presente estudio, mostramos 
datos que apuntan a que la activación sináptica de D1 resulta esencial para 
la fosforilación de NR1 tras la ligadura nerviosa, lo cual sugiere que la 
sobrerregulación funcional de NMDA que acontece tras la ligadura puede ser 
debida a alteraciones en las propiedades intrínsecas del canal. 
En resumen, los resultados presentados en este estudio muestran que la 
activación endógena del receptor medular D1 contribuye tanto a la 
fosforilación del receptor NMDA en astas posteriores como a la 
hiperexcitabilidad inducida por este receptor tras la LNR. 
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ESTUDIO 4: Desencadenamiento del CPM mediante TENS como 
alternativa a otros métodos: Estudio del control endógeno en 
sujetos sanos y en pacientes con SC 
El uso del paradigma de la CPM en la investigación científica como medio 
para investigar la modulación endógena del dolor ha cobrado importancia en 
los últimos años y es considerado de relevancia clínica en pacientes con 
dolor crónico. Por medio de este método se produce la inhibición central de 
la percepción de un estímulo doloroso aplicando un segundo estímulo 
nociceptivo tónico condicionante en una región remota del cuerpo (Pud et 
al., 2009, Yarnitsky et al., 2010). Diversos estudios muestran que una CPM 
deficiente, indicador de una disfunción de los mecanismos de inhibición del 
dolor, se asocia a síndromes de dolor crónico idiopático como son el SFM 
(Lautenbacher y Rollman 1997; Julien et al., 2005), migrañas y jaquecas de 
tipo tensional (Sandrini et al, 2006; Cathcart et al., 2010), entre otros. A 
pesar de ello, no se encuentra habitualmente correlación entre la severidad 
de los síntomas y la eficiencia del CPM (Yarnitsky, 2010). Una explicación 
posible para este fenómeno, puede estar relacionada con la variabilidad 
intra- e interindividual del paradigma CPM en sí mismo (Pud et al., 2009). 
Por ello, antes de iniciar un estudio clínico mediante CPM es necesario 
determinar la fiabilidad del método. Hasta la fecha se han realizado 
numerosos estudios con este fin ya que hay muchas metodologías distintas 
para desencadenar y medir la analgesia endógena. Lo ideal sería encontrar 
un método, estandarizándolo y perfeccionándolo para convertirlo en un 
método fiable de medida y evaluación de la respuesta endógena. 
En este estudio se establece un protocolo para desencadenar la CPM 
utilizando estímulos eléctricos heterotópicos, uno fásico como test y uno 
tónico como condicionante tanto en pacientes de dolor crónico como en 
sujetos que no padecen dolor. Con ello, se pretende establecer que el 
protocolo desencadena la analgesia endógena en los sujetos sanos, lo cual 
no ocurre de igual manera en los pacientes de síndrome de fibromialgia ya 
que, como consta en la bibliografía, la inhibición descendente se encuentra 
deteriorada en los pacientes con dolor crónico (Lautenbacher y Rollman, 
1997). 
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RESULTADOS 
 Caracterización de muestras: Variables clínicas 
En este estudio participaron 31 pacientes de SFM y 21 sujetos sanos, 
éstos últimos, sin dolor durante al menos un mes antes de la prueba. La 
edad media de los sujetos estudiados fue de 54,35 años en el grupo de SFM 
y de 53,86 años en el grupo de sujetos sanos. Las diferencias significativas 
en el valor de las variables clínicas concuerdan con resultados hallados en 
estudios previos. 
Tabla 1. Medias y desviaciones estándar de las variables clínicas 
recogidas mediante escalas psicológicas y exploración física que 
muestran contraste entre los sujetos sanos y los pacientes con SFM. 
VARIABLES CLÍNICAS SUJETOS SANOS FIBROMIALGIA
Ansiedad (HADS) 4,67±2,35 12,45±3,53
Depresión (HADS) 2,24±2,02 9,06±3,84
Componente física SF-12 52,30±7,12 25,88±5,20
Componente mental SF-12 53,39±7,87 37,64±13,04
BPQ consciencia 1,76±0,67 3,15±0,42
BPQ respuesta al estrés 2,04±0,76 3,19±0,92
BPQ reactividad del SNC 1,33±0,22 2,40±0,65
BPQ estrés emocional 2,08±0,61 2,83±0,73
BPQ estrés somático 1,21±0,30 2,24±0,90
FIQ - 71,13±12,67
HAQ - 2,54±0,46
Fatiga (EIDF) - 22,55±6,14
Locus de control (MHLC) - Externo 19/31 (61,3%)
Catastrofismo (PCS) - 0,58±0,21
Años de evolución - 28,55±16,04
Alodinia estática No presentan Presentan 27/31 (87,1%)
Alodinia dinámica No presentan Presentan 14/31 (45,2%)
Número de focos dolorosos 0 13,13±4,05
EVA general actual 0 7,43±1,13
!93
Resultados y discusión 
Se presentan los resultados de los subgrupos de la escala HADS (Escala 
de ansiedad y depresión en hospital de Hamilton), elegida por su idoneidad 
para evaluar el estado emocional en sujetos que sufren dolor físico sin que 
se produzcan puntuaciones erróneas a causa de los síntomas somáticos. Se 
considera un signo de trastorno clínico la puntuación mayor de 10 en las 
subescalas, o mayor de 12 en la suma de ambas. Se puede observar 
claramente la divergencia entre grupos y que los valores obtenidos en el 
grupo de SFM revelan un trastorno. 
A continuación, se representan los resultados del cuestionario de salud 
SF-12, el cual ofrece una perspectiva general del estado de salud del sujeto 
y que tiene sus puntuaciones máximas en 56,6 y 60,8 en el apartado físico 
y mental respectivamente. En el grupo de SFM se aprecia una puntuación 
claramente inferior a causa del dolor que experimentan y las consecuencias 
físicas y psicológicas que tiene ello en su vida diaria. 
Respecto a la escala de percepción corporal (BPQ) se consideran 
patológicas las puntuaciones mayores de 3,026 en el apartado de 
consciencia, de 3,177 en el apartado de respuesta al estrés, de 1,742 en la 
sección de reactividad del SNC, de 2,96 en el caso del estrés emocional y de 
1,808 en el somático. Se puede ver en la tabla que los resultados del grupo 
de SFM superan estos valores en todas las categorías, al contrario que los 
controles que se mantienen por debajo de los marcadores, indicando 
hipervigilancia a los síntomas somáticos de estrés o a las molestias. La 
hipervigilancia está definida como una sensación subjetiva de tensión e 
hiperexploración sensorial, irritabilidad, impaciencia, distraibilidad e 
insomnio según el DSM-IV. El paciente con hipervigilancia continuamente 
intenta detectar cualquier situación o estímulo que pudiera provocar dolor. 
Además, la consecuencia natural de la hipervigilancia corporal es que se 
“amplifican” las señales somato-sensoriales, con lo que el estado de alerta 
se mantiene, fomentando a su vez el miedo y la evitación ante la exposición 
del estímulo (Peters et al., 2002). 
Además de las escalas y cuestionarios citados aplicados en ambos 
grupos, se les han suministrado otros cuestionarios más específicos (el FIQ, 
el HAQ, el EIDF, el MHLC y el PCS) únicamente a los pacientes de SFM con 
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el objetivo de valorar la gravedad y afectación de la vida diaria a causa del 
dolor y otros síntomas característicos del síndrome. 
El FIQ, o cuestionario sobre el impacto de la fibromialgia, valora cuánto 
afecta el síndrome a la vida del paciente. En el presente estudio, los 
pacientes manifiestan una afectación media cercana al 71%, un valor muy 
alto (Burckhardt et al., 1991) que en la mayoría de los casos les imposibilita 
llevar una vida corriente y funcional. 
A continuación, tenemos los resultados del HAQ, o cuestionario de 
evaluación de la salud, que indica el grado de incapacitación que 
experimenta el paciente de 0 a 4, siendo 0 el mínimo. Esta escala se 
encuentra relacionada con el FIQ, no obstante, se centra más en evaluar la 
incapacidad severa y no tanto en las molestias o inconvenientes que pueda 
encontrar el paciente al realizar determinada actividad. Además, la escala 
FIQ contempla también afectaciones psicológicas o emocionales, mientras 
que las escala HAQ se limita a afectaciones solo físicas. 
Respecto a la escala de impacto diario de la fatiga, EIDF, señalar que 
cuantifica el grado de fatiga que sufre el paciente, pudiendo llegar a un 
máximo de 32, en el caso de nuestro estudio la media registrada ronda el 
22,55 sobre 32. 
La MHLC, escala multidimensional de locus de control sobre la salud, 
hace referencia a las expectativas en relación a la propia conducta y las 
consecuencias de la misma. En las investigaciones realizadas al respecto, un 
locus de control externo se relaciona con la tendencia a utilizar estrategias 
de afrontamiento pasivas, que, a su vez, se relaciona con una peor 
adaptación al dolor crónico (Crisson y Keefe, 1988). De acuerdo con ello, se 
ha puesto de manifiesto que la incontrolabilidad aumenta la percepción de 
la intensidad del dolor e influye en los niveles de actividad diaria (Flor y 
Turk, 1988; Edwards et al, 1992).En el presente estudio, el grupo de 
pacientes muestra un locus predominantemente externo, 19 de los 31 
pacientes, lo que representa un 61,3% de la muestra. Si desglosamos los 
datos de los pacientes que presentan locus de control externo obtenemos 
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que un 29% lo externaliza en el médico, seguido por un 19,4% que lo hace 
en las otras personas de su entorno y un 12,9% en el azar. 
Como última escala se presentan los resultados del formulario sobre 
catastrofismo, PCS. El catastrofismo es un conjunto de procesos cognitivos 
y emocionales que consiste en tener pensamientos excesivamente 
negativos sobre el futuro y que predisponen a que el dolor se convierta en 
crónico (Sullivan et al., 2009). Los individuos que catastrofizan desarrollan 
una visión muy negativa sobre su dolor, piensan mucho en él y se sienten 
incapaces de controlarlo, por lo que presentan una peor evolución. En este 
caso observamos que la puntuación de catastrofismo es de 30,40 sobre una 
puntuación total posible de 52. Podemos identificar tres subcategorías 
dentro del catastrofismo; rumiación (no poder parar de pensar en el 
problema) , magnificación (amplificación de las propiedades amenazantes 
del problema) e indefensión (estimación de no poder hacer nada para modi-
ficar el problema). Al desglosar el resultado en estas subcategorías 
obtenemos que la puntuación media es de 15 sobre 16 en rumiación, de 4 
sobre 12 en magnificación y de 12 sobre 24 en indefensión. Sullivan en su 
manual de utilización de la PCS expresa que se pueden considerar signos de 
trastorno clínico puntuaciones por encima de 11, 5 y 13 respectivamente 
(correspondientes al percentil 75). En este estudio, los valores obtenidos 
corresponderían al percentil 96, 63 y 70 respectivamente. 
Además de estas últimas escalas, en la tabla 1, se representan otras 
variables resultantes de la historia clínica de las personas con SFM que 
pueden completar el perfil del paciente para darnos una idea de la 
afectación; los años de evolución, el número de focos dolorosos, o el dolor 
generalizado habitual expresado en una escala visual analógica (EVA) que 
va de 0 (ausencia de dolor) a 10 (el peor dolor imaginable). También 
hacemos constar los signos de hipersensibilidad detectados en la 
exploración física. Al ser explorados con los microfilamentos un 83,87% (26 
pacientes) presentan alodinia estática. De estos 26 pacientes, 15 de ellos 
presentan dicha hipersensibilidad solo en los focos dolorosos y sus zonas 
adyacentes, mientras que los 11 restantes presentan la alodinia de forma 
generalizada. Cuando llevamos a cabo la exploración con la brocha la mitad 
del grupo presenta alodinia dinámica (48,39%, 15 pacientes) siendo de 
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estos 15, 9 sujetos los que manifiestan alodinia tanto en focos dolorosos 
como en zonas libres de dolor. Solo 5 de los pacientes explorados no 
presentan ningún tipo de alodinia. 
 Caracterización de muestras: Diferencias en la sensibilidad al dolor 
Recogidas las escalas y analizados sus resultados, se pasa a estudiar los 
datos resultantes de la estimulación nociceptiva. Hemos hallado diferencias 
significativas en los resultados del umbral de dolor a la presión profunda 
(PPT) entre sujetos sanos y personas con SFM (fig. 15A y 15B). En los 
sujetos sanos hemos obtenido valores cercanos a los 3 Kg/cm² (2,78±0,61 
Kg/cm² y 3,33±0,73 Kg/cm² en el dorso y la eminencia tenar 
respectivamente), a diferencia de los valores casi seis veces menores 
(0,47±0,08 Kg/cm² y 0,60±0,11 Kg/cm²) que hemos registrado en el grupo 
de pacientes con SFM. Respecto a la intensidad de la señal de estimulación 
eléctrica necesaria para provocar una percepción dolorosa de EVA 6, 
podemos observar que en los sujetos sanos es bastante mayor (3,417±0,11 
mA) que en los pacientes con SFM (0,94±0,03 mA) (p<0,01 mediante t-
Student en todas las imágenes que conforman la figura 15; A, B y C). Todos 
estos resultados indican una hipersensibilidad en los sujetos que sufren 
fibromialgia, la cual es consecuencia de la sensibilización central que forma 
parte del cuadro clínico que presentan estos pacientes. 
15. La hipersensibilidad nociceptiva ante estímulos mecánicos y 
eléctricos en las personas con SFM. 
En los diagramas de barras se representan los umbrales de dolor a la presión 
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por los sujetos sanos (control, barra blanca) y por los sujetos con SFM (barra 
gris). En el último diagrama se muestra la intensidad eléctrica necesaria a 
aplicar sobre el nervio auricular mayor para alcanzar una EVA 6. Las barras de 
error muestran el E.T.M. Los asteriscos indican diferencias significativas 
mediante t-Student (p<0,01). 
El test de presión profunda o PPT es uno de los métodos más utilizados 
para evaluar el dolor, tanto en cuadros agudos como crónicos. En el 
presente estudio, ponemos a prueba la estimulación eléctrica como método 
alternativo para evaluar la sensibilidad al dolor. Para ello, hemos realizado 
un estudio de correlación entre la intensidad eléctrica aplicada con el 
estimulador nervioso transcutáneo para que los sujetos perciban una EVA 
de 6 y los PPT previos a la estimulación eléctrica (este estudio estadístico lo 
representamos en la fig. 16 y se realiza en base a los datos representados 
en la fig. 15). Los resultados obtenidos son de Rr 0,724 (p<0,01) para los 
PPT del dorso de la mano y Rr 0,779 (p<0,01) para los PPT de la eminencia 
tenar (n=52). Esto nos indica que la intensidad del estímulo eléctrico 
necesaria para obtener una EVA de 6 correlaciona positivamente con los PPT 
medidos previamente, siendo de esta manera un método alternativo válido 
para evaluar la sensibilidad al dolor. 
Figura 16. Diagrama de dispersión representando la correlación entre la 
intensidad del estímulo eléctrico necesaria para producir una valoración 
de EVA 6 y los PPT recogidos al inicio del estudio. 
Se representan en los diagramas cada uno de los sujetos (círculos, n=52) de 
acuerdo a sus PPT en la eminencia tenar (fig. 15A) y en el dorso de la mano (fig. 
15B), encontrando correlación positiva en los dos casos (r=0,779 y r=0,724 
respectivamente, p<0,01) 
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 Modulación del umbral del dolor mecánico estimulada por el TENS. 
Diferencias entre sujetos sanos y pacientes con SFM 
El diseño experimental tiene como objetivo desencadenar la respuesta 
condicionada de modulación endógena del dolor mediante estimulación 
eléctrica y poder medir su dinámica de acción de forma continuada a través 
de la valoración de la percepción de los estímulos durante la prueba por 
parte del sujeto. Asimismo, hemos realizado una comparativa de los 
umbrales de dolor a la presión profunda previos y posteriores a la 
estimulación. 
Para corroborar que el estímulo eléctrico desencadena un mecanismo 
heterotópico, produciendo un efecto extrasegmental, hemos comparado 
estadísticamente mediante contraste de medias repetidas los PPT 
registrados antes y después de la estimulación eléctrica. A raíz de ello, 
hemos apreciado una modificación de los PPT tras la estimulación eléctrica 
transcutánea. Los incrementos obtenidos en los PPT del dorso de la mano 
son de 0,747 Kg/cm² en sujetos sanos y de 0,019 Kg/cm² en los pacientes 
con SFM (p<0,001). Respecto a la eminencia tenar los incrementos son de 
0,433 Kg/cm² en las personas sanas y de 0,05 Kg/cm² para las personas 
diagnosticadas con SFM (p<0,05) (fig. 17). 
Figura 17. Incremento sustancial de los PPT en sujetos sanos. 
Los diagramas de barras muestran los datos obtenidos en los sujetos sanos 
(barra blanca) y en los sujetos con dolor crónico (barra gris). Las barras de error 
muestran el E.T.M. Los asteriscos indican diferencias significativas mediante t-
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Estos datos corroboran que el fenómeno de modulación desencadenado 
afecta de forma difusa a segmentos diferentes al estimulado con la señal 
condicionante. Al mismo tiempo, revelan una disfunción de los mecanismos 
responsables del efecto heterotópico en pacientes con fibromialgia ya que 
en este grupo se puede apreciar claramente en los gráficos que la variación 
es casi inexistente o mucho menor que en los sujetos sanos. Estos 
resultados son coherentes con el deterioro de la capacidad de modulación 
descendente difusa del dolor que se ha observado en los pacientes que 
padecen SFM (Lautenbacher y Rollman 1997; Kosek y Hansson, 1997). 
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DISCUSIÓN 
El SFM se define como un síndrome crónico, caracterizado por dolor 
muscular difuso y fatiga. Los síndromes de hipersensibilidad al dolor de 
larga duración, como es el caso de la fibromialgia, cursan con cambios 
neuroplásticos en las vías nociceptivas centrales, desarrollándose una SC 
que perpetúa el dolor (Clauw y Crofford, 2003; Bennett, 2004). No 
obstante, los factores periféricos desempeñan un papel importante en el 
establecimiento de dolor en este síndrome (Morales et al., 2003), el cual no 
responde en una lógica somatotópica y tiene un carácter difuso. Como 
resultado de la hipersensibilidad generada, los pacientes de SFM presentan 
un aumento anormal de la sensibilidad nociceptiva a la presión profunda 
(Kosek et al., 1996a) que puede tener su base en la disfunción de la 
modulación endógena del dolor (Lautenbacher et al., 1994; Kosek et al., 
1996 y Staud et al., 2005). 
 Caracterización de muestras: Variables clínicas 
En la actualidad, la influencia de las variables cognitivas y emocionales en 
la percepción del dolor se encuentra fuera de toda duda, admitiéndose que 
tanto la intensidad como las características del dolor están influenciadas por 
el procesamiento cognitivo del individuo. Los resultados obtenidos de los 
datos clínicos y los recogidos en la prueba revelan alteraciones en el grupo 
de la fibromialgia acordes a lo observado en estudios previos (Martínez-
Fernández et al., 2016; Bernardy et al., 2010; García Campayo y Rodero, 
2009; García-Campayo et al., 2008; Lipp 2015; de Souza et al., 2013) 
Hemos obtenido altos valores de ansiedad y depresión en la escala de 
Hamilton en el grupo de la fibromialgia, tal como apuntaban estudios como 
el de Vallejo et al. (2012) en el que se concluye que los niveles de ansiedad 
son mayores que en otros trastornos de dolor persistente. En los pacientes 
de este síndrome la puntuación de las dos subescalas son incluso mayores 
que los observados en pacientes con un diagnóstico psiquiátrico (trastorno 
adaptativo o depresión). Esto es interesante por sus repercusiones prácticas 
en lo clínico, puesto que confirma la necesidad de evaluar los aspectos 
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psicológicos de la enfermedad. En estos pacientes se observa un 
característico estado de estrés continuado que ayuda a explicar que se de 
un aumento de sensibilidad al dolor (Lipp, 2005). Siendo el estrés un 
proceso, la continuidad de un estresor siempre presente puede disparar la 
presentación de estados consecuentes; extenuación mental y física y 
emergencia de otras patologías (de Souza et al. 2013). 
También se han encontrado desórdenes en la percepción corporal de 
estos pacientes. En estudios anteriores, se ha observado una relación entre 
una alta autobservación o consciencia del propio cuerpo con una mayor 
sintomatología dolorosa, suponiéndose de ello que la hipervigilancia 
somática indica una predisposición a mayores niveles de dolor como 
consecuencia de la amplificación de la señal aferente (Barsky y Klerman, 
1983; Ferguson y Ahles,1998). Además, paralelamente a esta amplificación 
se desencadena una respuesta emocional negativa asociada a la 
hipervigilancia (Leventhal y Everhart, 1979). 
El tipo de locus de control y el nivel de catastrofismo constituyen 
variables muy reveladoras para evaluar la adecuidad de las estrategias que 
utilizan los pacientes con fibromialgia para hacer frente al dolor. Respecto al 
locus de control, en la escala pertinente se aprecia que la mayoría de los 
casos se transfiere al exterior (Gustafsson y Gaston-Johansson, 1996). Hay 
estudios que revelan que las personas que sufren dolor crónico y poseen un 
locus de control interno desarrollan estrategias más eficaces para hacer 
frente al dolor, disminuyendo su intensidad percibida. Toomey y 
colaboradores (1991) encontraron relaciones consistentes entre la 
percepción de control sobre la propia salud y la intensidad, la frecuencia y la 
duración del dolor. Se ha demostrado en diversos estudios, que el locus de 
control sobre la propia salud es una variable muy influenciada por la 
educación, estando asociada su internalidad con el bienestar psicológico y 
fisiológico (Gfellner y Finlanyson, 1988; Goldsmith-Cwinkej et al., 1988). El 
locus de control puede ser modificado mediante terapia de grupo y técnicas 
cognitivo-conductuales (Katerndahl, 1991). 
En lo referente al catastrofismo, se observa un nivel alto en pacientes con 
fibromialgia comparado con el habitual en personas sanas. Este nivel de 
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catastrofismo excesivo, incluso comparado con pacientes de otras 
afecciones reumatológicas (Hassett et al., 2000; Börsbo et al., 2010), puede 
estar asociado con estrategias de respuesta ineficaces ante factores 
estresores (Herken et al., 2001; Houdenhove y Luyten, 2006). El 
catastrofismo se relaciona con la intensidad de dolor percibida por el sujeto, 
así como con su nivel de incapacidad y el grado de depresión (Vowles et al., 
2007). Además, los sujetos catastrofistas experimentan una amplificación 
del procesamiento del dolor en el SNC, mostrando mayor actividad en las 
regiones responsables del procesamiento afectivo del dolor (cláustrum), de 
la anticipación (córtex central medial, cerebelo) y atención al dolor (córtex 
cingulado dorsal anterior, córtex prefrontal dorsolateral), así como en las 
implicadas con el control motor (García Campayo et al., 2008). También se 
ha observado que el catastrofismo puede modular a nivel de la médula 
espinal procesos que facilitan la percepción del dolor, como alteraciones en 
los niveles de cortisol o de interleucina-6 (García Campayo y Rodero, 2009). 
En relación a los resultados de los demás formularios empleados en el 
estudio, básicamente corroboran la afectación de los pacientes por parte del 
síndrome y son indicadores de la gravedad del cuadro clínico; altos niveles 
de fatiga, de incapacidad o baja calidad de vida. Además, estos resultados 
refuerzan la tesis de estudios anteriores que indican que la fibromialgia es 
una patología que se debe tratar multidisciplinarmente. 
 Caracterización de muestras: Diferencias en la sensibilidad al dolor 
En referencia a los datos recogidos durante la exploración física, hemos 
observado signos de hipersensibilidad nociceptiva tanto en el test de 
presión profunda (con valores casi seis veces menores con respecto al 
grupo control) como en las pruebas para determinar la presencia de alodinia 
estática y dinámica o frente a la estimulación eléctrica. Es conocido que los 
pacientes con SFM presentan dolores con patrones difusos, alodinia 
mecánica y térmica, (Kosek et al., 1996) y una mayor predisposición a 
generar sumación temporal (Staud et al., 2003). Los estudios 
experimentales en pacientes con SFM confirman un aumento de la 
sensibilidad a estímulos no específicos como la presión mecánica, el frío o el 
calor en áreas no coincidentes con los puntos gatillo o áreas sin dolor 
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espontáneo, sugiriendo aberraciones en los mecanismos centrales de 
modulación del dolor (Kosek et al, 1995, 1996; Staud et al., 2003). 
Existen pocos datos sobre hipersensibilidad eléctrica en fibromialgia, 
mostrando resultados poco concluyentes (Kosek et al., 1995, Lautenbacher 
y Rollman, 1997). Nuestro estudio muestra la diferencia en la sensibilidad al 
dolor ante estímulos eléctricos entre el grupo control y el grupo de 
enfermos de fibromialgia, siendo necesaria una intensidad de estimulación 
menor para obtener una EVA de 6 en este último grupo. Además, tras la 
estimulación casi la totalidad de los pacientes con SFM, no así el grupo de 
personas sanas, reportan sensaciones paradójicas tales como hormigueo, 
calambres, aparente cambio de temperatura. Algo por otra parte, habitual 
en enfermos con dolor persistente (Staud, 2005). Esta hipersensibilidad 
junto con las sensaciones posteriores a la estimulación eléctrica sugieren 
alteraciones sensoriales de tipo neurogénico que pueden ser explicadas 
mediante la SC de las rutas aferentes nociceptivas (Woolf y Salter 2000; 
Woolf 2011). 
 Modulación del umbral del dolor mecánico estimulada por el TENS. 
Diferencias entre sujetos sanos y pacientes de SFM 
El TENS es un método ampliamente extendido como modulador del dolor, 
no implica el uso de medicación por lo que es muy ventajoso y tiene muy 
pocos riesgos. Además de ser portátil, actúa aplicando un estímulo 
fácilmente calibrable y medible y es muy fácil de usar. Por ello, nos parece 
una alternativa a valorar por su posible utilización en consultas médicas 
para evaluar la CPM. En estudios clínicos, habitualmente se recurre al cold 
pressor para ese fin, presentando éste unos resultados fiables pero siendo 
un método muy poco práctico, engorroso, difícil de montar, calibrar o 
transportar. El procedimiento del cold pressor consiste en la inmersión de 
una extremidad, habitualmente la mano y el antebrazo, en un recipiente 
que contiene agua circulante en torno a los 0 ºC, provocando cambios 
fisiológicos tales como estimulación del sistema nervioso, vasoconstricción 
arterial, aumento de la presión o disminución del flujo sanguíneo. El 
mantener esa parte del cuerpo sumergida a esta temperatura provoca dolor 
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al paciente, por lo que se ha convertido en la herramienta más utilizada 
para investigar el dolor experimental (Carrillo et al., 2005). 
El TENS es una herramienta espacialmente más específica que el cold 
pressor, ya que el procedimiento implica la aplicación de corrientes 
eléctricas que se conducen a través de la piel en una zona muy concreta, 
directamente sobre el nervio elegido. El procedimiento del TENS implica la 
aplicación de corrientes eléctricas que se conducen a través de la piel, 
siendo de este modo un método no invasivo (Liebano et al., 2011). El TENS 
puede administrar estímulos tanto de baja (por debajo de 10 Hz) como de 
alta frecuencia (por encima de 50 Hz) ya que las dos modalidades producen 
hipoalgesia, aunque hay que tener en cuenta que lo hacen mediante 
mecanismos diferentes. El mecanismo de modulación del dolor del TENS es 
mediado por la liberación de opioides endógenos en el SNC (Kalra et al., 
2001; Chandran y Sluka, 2003). Cada frecuencia de estimulación parece 
estar asociada a una liberación de ligandos opioides determinados, tanto a 
nivel medular como a nivel rostroventral, activando diferentes receptores 
opioides (Sluka y Walsh, 2003). 
El desencadenamiento de la CPM mediante TENS representa un campo de 
estudio poco explorado. Trabajos previos que utilizan estímulos térmicos a 
modo de test para evaluar la efectividad del TENS demuestran que el TENS 
de alta frecuencia es efectivo para desencadenar la CPM (Valencia et al., 
2015) al incrementar los umbrales del dolor en localizaciones diferentes al 
segmento donde se ha llevado a cabo la estimulación. Además, la 
intensidad del estímulo parece ser crucial en el desencadenamiento de la 
CPM, siendo más efectivos aquellos con una intensidad alta (Moran et al., 
2011). No obstante, cabe destacar que este tipo de TENS es susceptible de 
generar la aparición de tolerancia en tratamientos prolongados (Liebano et 
al., 2011; 2013). 
Uno de los objetivos, ha sido desencadenar una CPM, por ello el TENS se 
ha aplicado contralateral y extrasegmentalmente a la región donde se ha 
llevado a cabo la presión profunda como estímulo test. Así, los resultados 
revelan una variación en los PPT en la mano, cuando el estímulo doloroso 
condicionante es aplicado en el nervio auricular mayor del lado 
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contralateral. De esta manera se demuestra que el mecanismo que se 
desencadena con la estimulación eléctrica es un mecanismo difuso. 
Con la finalidad de comprobar la naturaleza heterotópica del fenómeno 
desencadenado y corroborar que lo apreciado en esta prueba es un 
resultado de la modulación endógena, realizamos el test a la presión 
profunda antes y después del TENS para poder calcular la variación en los 
umbrales, como es habitual en estudios de estimulación de la CPM (Wang et 
al., 2010). Observamos una variación clara en los sujetos sanos que no se 
observa en los sujetos que sufren fibromialgia (un incremento hasta casi 
cuarenta veces mayor en la eminencia tenar en sujetos sanos vs. enfermos 
SFM). Los datos del los PPT junto con la disminución de la EVA en el otro 
estímulo test (el TENS en la extremidad superior) no dan una visión global 
del fenómeno. 
En este estudio no hemos encontrado correlación entre la variación de 
EVA percibida a causa del estímulo eléctrico en la mano y los cambios en los 
PPT, ambos producidos por el estímulo condicionante. Esto sugiere que 
capturan fenómenos distintos en todo o en parte; puede ser por motivos de 
modalidad, ya que los PPT capturan básicamente la sensibilidad profunda, 
mientras que el TENS apenas actúa sobre la sensibilidad profunda pero sí lo 
hace sobre la cutánea. 
 La modulación descendente difusa activada agudamente produce 
analgesia en controles pero no en pacientes de síndrome de fibromialgia. 
Ya en otros capítulos de esta tesis se ha resaltado la gran importancia de 
las rutas dopaminérgicas en la modulación endógena del dolor, y en este 
último se ha indicado que los pacientes con SFM presentan una disfunción 
de esta modulación endógena. Además, en los últimos años, algunos 
investigadores han señalado que polimorfismos de los genes del sistema 
serotoninérgico, dopaminérgico o catecolaminérgico podrían formar parte de 
la etiopatogénesis de la fibromialgia. A pesar de que dichos polimorfismos 
no son específicos de la fibromialgia, se encuentran asociados con la 
respuesta al estrés, con la mayor sensibilidad al dolor o con la 
vulnerabilidad afectiva (Buskila 2007, Ablin et al., 2008; Williams y Claw 
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2009). No obstante, convergiendo con estos polimorfismos sería necesaria 
una exposición a un estresor intenso para que los síntomas de SFM se 
desarrollasen. De hecho, estos estresores pueden producir cambios en la 
función límbica, favoreciendo unas condiciones hipodopaminérgicas (Wood, 
2004). La disrupción de la función dopaminérgica normal sería el punto de 
inicio del desarrollo de la patología y la piedra angular de los diferentes 
síntomas. Varios estudios han tenido en los últimos años el objetivo de 
demostrar que los pacientes de fibromialgia padecen una alteración en la 
neurotransmisión dopaminérgica. Así se ha visto que la concentración de 
metabolitos como la dopamina, la norepinefrina o la serotonina se 
encuentran por debajo de los niveles habituales en el líquido cerebroespinal 
de pacientes con SFM (Russell et al., 1992; Legangneux et al., 2001). 
Además, estudios farmacológicos han demostrado que una gran parte de los 
pacientes de SFM responden favorablemente a la administración de bajas 
dosis de ketamina (Sorensen et al., 1995; Sorensen et al., 1997; Graven-
Nielsen et al., 2000), la cual actúa principalmente como agonista de los 
receptores dopaminanérgicos D2 (Kapur y Seeman, 2002; Seehan et al., 
2005). Finalmente, se han realizado ensayos controlados con pramipexol, 
agonista de la dopamina indicado para parkinsonismos y que ha sido útil en 
el desorden de piernas inquietas, obteniendo igualmente resultados 
favorables en los pacientes con SFM, mejorando el dolor y la calidad del 
sueño (Holman y Meyers, 2005). 
Algunos de los estudios sobre este tema que se deben de tomar como 
referencia son los realizados por Wood y colaboradores, estudiando el 
sistema dopaminérgico de enfermos de fibromialgia y las diferentes 
consecuencias que eso causa a los pacientes. Entre sus trabajos existen 
estudios sobre la liberación endógena de dopamina de los pacientes de SFM 
tanto en situación de reposo como al experimentar un estímulo nociceptivo, 
una inyección de suero hipertónico. Simultáneamente, se les administra un 
ligando de D2/D3 radiomarcado, [11C]-raclopride, y se realiza una 
tomografía de emisión de positrones (PET) para observar su unión a los 
receptores dopaminérgicos libres. En este estudio se evidencia menor 
liberación de dopamina en el ganglio basal de los enfermos de SFM en 
respuesta a un estímulo nociceptivo tónico (Wood et al, 2007a). Otro 
estudio investiga la función dopaminérgica presináptica en pacientes de 
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SFM. En este caso, se administra a los sujetos 6-[18F] fluoro-L-DOPA como 
marcador combinado con el PET. El resultado observado, es una reducción 
de la captación del marcador en pacientes de SFM en el bulbo raquídeo, en 
el tálamo, y en múltiples zonas de la corteza límbica (Wood et al., 2007b). 
Posteriormente, se llevo a cabo un estudio sobre las consecuencias que 
provoca esta neurotransmisión dopaminérgica alterada. Se observó menor 
densidad de materia gris entre estos pacientes (Wood et al., 2009), algo 
que ya había sido registrado en personas con cefaleas tensionales (Schmidt-
Wilcke et al., 2005) o dolor lumbar crónico (Schmidt-Wilcke et al., 2006). 
Los cambios de densidad se registraron principalmente en el giro 
parahipocampal bilateral y en la corteza cingulada, ambas receptoras de 
proyecciones dopaminérgicas que controlan su actividad. Estos cambios 
pueden contribuir en la disfunción cognitiva, concretamente de memoria de 
trabajo, dificultad para codificar nueva información con distracciones, 
velocidad de procesamiento baja o problemas para encontrar las palabras 
que sufren los pacientes con SFM. 
Todos estos resultados indican que la neurotransmisión dopaminérgica 
representa un objetivo relevante para el tratamiento de fibromialgia, 
aunque la patofisiología de la transmisión dopaminérgica en la enfermedad 
todavía no se encuentre clara. 
Mediante este estudio hemos propuesto un procedimiento innovador, 
efectivo, funcional y cómodo tanto para el paciente como para el 
experimentador o facultativo para el desencadenamiento de la CPM. Aunque 
en un inicio simplemente se quería comprobar que este método era válido 
para evaluar la CPM de cada individuo, también se podría utilizar para 
realizar subgrupos, establecer perfiles de respuesta a la medicación o 







1. La lesión del nervio raquídeo L5 desencadena mecanismos de interacción 
mutua y bidireccional entre el receptor D2 y MOR en astas posteriores, 
caracterizados en parte por la facilitación de la acción del receptor µ por la 
activación del receptor D2. Desde una perspectiva clínica y con el objetivo 
de lograr una mayor eficacia de los analgésicos opioides en la sensibilización 
central, los resultados respaldan estrategias consistentes en reducir las 
dosis de agonistas de MOR requeridas, disminuyendo de esta manera los 
efectos adversos, mediante la activación simultánea del receptor D2. 
2. La activación del receptor D1 modula la represión de la plasticidad 
sináptica inducida por el MOR. Mientras que el reclutamiento del MOR 
mediante la activación del receptor D1 adquiere un papel preventor de la 
generación de sensibilización central, la acción sostenida de este 
mecanismo perjudica la responsividad de MOR e incrementa la 
vulnerabilidad a futuros estímulos potencialmente nocivos. 
3. La activación endógena del receptor D1 contribuye tanto a la 
hiperexcitabilidad inducida por el receptor NMDA en astas posteriores como 
a su fosforilación tras la lesión del nervio. 
4. La modulación heterotópica de la sensibilidad nociceptiva que hemos 
observado tras la aplicación de la electroestimulación nerviosa transcutánea 
confirma este método como condicionante válido para desencadenar la 





MATERIAL Y MÉTODOS 

Material y métodos 
ESTUDIOS EN ANIMALES 
1. Preparación animal y procedimiento de LNR 
1.1. Preparación animal 
Los procedimientos experimentales con animales de laboratorio se han 
realizado de acuerdo a la Directiva del Consejo de Comunidades Europeas 
(86/609/ECC) en ratas albinas (Rattus norvegicus) adultas macho de la 
cepa Sprague Dawley (250-350 g) que han sido criadas en el Servicio 
general de Animalario de la Universidad del País Vasco/Euskal Herriko 
Unibertsitatea. 
Los animales se han estabulado en jaulas en ambiente controlado a 22±2 
ºC con ciclos de 12 horas de luz (7-19 h) y de 12 h de oscuridad (19-7 h), 
con alimentación basada en piensos comerciales y acceso ad libitum a agua 
y alimento. Estos experimentos se han llevado a cabo con el mínimo 
número de animales posible y también infligiendo el menor sufrimiento 
posible. Para ello, los protocolos de cuidado animal y de manipulación han 
sido aprobados por el comité pertinente de la Universidad del País Vasco/ 
Euskal Herriko Unibertsitatea. 
1.2. Cirugía de ligadura del quinto nervio raquídeo lumbar 
Hemos llevado a cabo la preparación quirúrgica con el animal bajo 
anestesia general con una solución del 4% de hidrato de cloral (0,4 g/kg de 
peso del animal) administrado por vía intraperitoneal. Este anestésico 
hipnótico es muy utilizado en procedimientos experimentales de corta 
duración debido a su rápida metabolización y a su corta vida media (4-12 
horas; Harvey, 1985). 
Hemos procedido a iniciar la preparación quirúrgica una vez comprobada 
la desaparición del reflejo corneal y la ausencia de reflejos nociceptivos al 
contacto con la hoja del bisturí. Hemos monitorizado la frecuencia cardíaca 
y la presión arterial del animal (80-100 mmHg; Presmed, Cibertec, Madrid), 
y hemos mantenido la temperatura central entre 37-38 ºC mediante un 
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sistema de calefacción regulado por realimentación electrónica (RTM-1, 
Cibertec, Madrid). 
La ligadura del nervio raquídeo L5 constituye un modelo experimental de 
dolor neuropático bien establecido, desarrollado por Kim y Chung (1992), 
consistente en su exposición y ligadura quirúrgica. Los animales 
intervenidos desarrollan una alodinia táctil en aproximadamente 24-48 h, 
alcanza su máxima expresión al cabo de siete días de la intervención y 
persiste durante al menos quince días (Kim y Chung, 1992; La Buda y Little, 
2005). 
En la rata el nervio ciático proyecta a la médula espinal por medio de los 
nervios raquídeos L4, L5 y L6. L4 es preferentemente motor mientras que 
L5 y L6 son de carácter sensitivo. La ligadura se lleva a cabo entre el 
ganglio raquídeo L5 y la unión del nervio raquídeo L5 con el nervio 
adyacente L4. Para la exposición del nervio raquídeo L5 hemos disecado los 
planos musculares dorsales a la cresta ilíaca izquierda y hemos retirado una 
pequeña porción de la cresta hasta acceder al nervio. A continuación, 
hemos procedido a su ligadura firme mediante hilo de seda de 6/0 en una 
posición aproximadamente 5-8 mm distal a su ganglio raquídeo y proximal 
a su unión con el nervio raquídeo L4. Tras la ligadura hemos suturado las 
capas musculares por planos y hemos aplicado una solución antiséptica 
(povidona yodada) a la piel incidida. A continuación, hemos devuelto al 
animal a una jaula individual con acceso a comida y agua ad libitum. Las 
ratas que se someten a operación simulada para ser utilizadas como control 
del procedimiento, a pesar de no sufrir ligadura son idénticamente 
preparadas y tratadas. 
2. Registro de potenciales de campo evocados en la médula espinal
in vivo 
2.1. Preparación animal 
Para llevar a cabo este procedimiento los animales se encuentran bajo 
anestesia con uretano. (1,5 g/kg por vía intraperitoneal). El uretano 
produce una anestesia general profunda de larga duración, hipnosis y 
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relajación muscular sin analgesia, con mínimos cambios fisiológicos o 
alteración en la actividad en los canales iónicos, por lo que resulta un 
anestésico muy adecuado para estudios funcionales en sistema nervioso 
periférico y central (Green, 1982; Maggi y Meli, 1986; Field y Lang, 1988; 
Hara y Harris, 2002). 
Hemos canulado la tráquea para asegurar una vía aérea permeable de 
baja resistencia, así como la vena yugular interna derecha y la arteria 
carótida como vía de acceso parenteral para fluidoterapia y administración 
intravenosa de solución de Tyrode (en mM: 137 NaCl, 2,7 KCl, 1,4 CaCl2, 1 
MgCl2, 6 NaHC03, 2,1 NaH2P04, 6,5 D-(+)-glucosa; pH 7,4) a 0,8-1 ml/h y 
para monitorizar la presión arterial (media 80-100 mmHg; Presmed, 
Cibertec, Madrid). Además, hemos monitorizado en todo momento su 
temperatura colorrectal y la hemos mantenido entre 37-38 ºC mediante un 
sistema de calefacción regulado por realimentación electrónica (RTM-1, 
Cibertec, Madrid) durante todo el procedimiento. 
El tronco ciático está formado en la rata por los nervios tibial, peroneo y 
surales lateral y caudal, e ingresa en el sistema nervioso central a través de 
los nervios raquídeos L6, L5 y L4, los cuales alcanzan sus segmentos 
medulares correspondientes a la altura de las vértebras torácica 
decimotercera y lumbar primera. En las astas posteriores, dichos nervios 
proyectan sus terminaciones centrales con arreglo a una distribución 
topográficamente organizada. Para exponerlo, hemos realizado una 
disección del músculo bíceps femoral izquierdo y, tras liberarlo de sus 
envueltas conjuntivas, hemos procedido a su inmersión en aceite de 
parafina templada para evitar su deshidratación. El nervio se ha colocado 
sobre electrodos de gancho de platino para estimulación eléctrica bipolar. A 
continuación, hemos realizado laminectomías bilaterales dorsales de la 
transición toracolumbar (entre T13-L1) exponiendo el engrosamiento 
lumbosacro y hemos fijado el área expuesta a un marco metálico de soporte 
mediante pinzas vertebrales sobre las vértebras T12 y L2 para estabilizar el 
contacto del nervio con los electrodos. Se ha vertido una solución de agar 
(1,5% en suero salino isotónico) en el espacio comprendido entre la piel 
suturada al marco metálico y la musculatura retrosomática, con objeto de 
lograr una mayor estabilidad regional durante los movimientos respiratorios. 
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Hemos retirado cuidadosamente la duramadre con objeto de exponer los 
segmentos medulares L4-L5, región en la que hemos procedido al registro 
electrofisiológico y la administración de fármacos. 
2.2. Estimulación eléctrica del nervio ciático 
El tronco ciático se estimula mediante pulsos eléctricos aplicados a través 
de un par de electrodos con el cátodo en situación proximal. El electrodo de 
registro se sitúa en la zona de proyección del nervio en las astas 
posteriores. A lo largo de los distintos experimentos, hemos aplicado 
estímulos eléctricos regulados por tensión o regulados por corriente, con 
idénticos resultados. Mediante la identificación de los umbrales de evocación 
de potenciales de campo hemos determinado que un pulso de estímulo de 
10 V es equivalente a una intensidad de corriente de 1,5 mA en nuestro 
montaje experimental, lo cual coincide con trabajos previos (Azkue et al., 
2003). 
Basándonos en los diferentes umbrales de activación eléctrica de las 
fibras aferentes primarias Aβ (mielinizadas de calibre grueso), Aδ 
(mielinizadas de calibre fino) y C (amielínicas) (Schouenborg y Sjölund, 
1983: Schouenborg 1984; Liu y Sandkühler, 1997), hemos utilizado pulsos 
eléctricos de 0,5ms de duración, y amplitudes comprendidas entre 15 V y 
20 V (o 3 mA) para la activación supraumbral de fibras C, parámetros que 
reclutan la gran mayoría de las fibras aferentes que componen el nervio 
ciático. 
En los experimentos en los que se induce una PLP de los potenciales 
evocados por fibras C mediante EBF se utilizan dos trenes de 30 s de pulsos 
de una amplitud de 3 mA y 1,5 ms de duración. Los pulsos se encuentran 
separados por 30 s y son de 0,2 o 3 Hz. 
2.3. Registro electrofisiológico 
Mediante un micromanipulador hidráulico hemos insertado en las astas 
posteriores un electrodo de tungsteno de elevada impedancia (3-5 MΩ, A-M 
Systems) a una profundidad de 100-300 µm (láminas I-II de Rexed) y 
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aproximadamente a 1 mm lateral a la línea media, en los segmentos 
medulares cuarto y quinto lumbares, lugar de proyección de las 
terminaciones centrales del nervio ciático (Swett y Woolf, 1985). Hemos 
estimulado eléctricamente el tronco ciático mediante pulsos eléctricos 
monofásicos rectangulares generados por una unidad de aislamiento 
accionada a través de un ordenador Pentium PC, y aplicados a razón de un 
pulso por minuto. La amplitud máxima de los potenciales de campo 
evocados por las fibras C se registra en la lámina II de la sustancia gris 
medular según mapas de isopotenciales (Schouenborg, 1984), (pulsos de 
3-3,5 mA y de 0,5 ms de duración, (Buesa et al., 2006). Hemos amplificado 
(1000x) las respuestas evocadas utilizando un amplificador en configuración 
monopolar con etapa previa para adaptación de impedancias (World 
Precision Instruments). Tras su filtrado analógico con una banda de paso de 
1-550 Hz, hemos derivado las señales resultantes a un osciloscopio 
analógico (Hameg 407) y las hemos digitalizado a 10 KHz mediante una 
tarjeta de conversión analógica/digital (MIO16, National Instruments, 
Austin, TX, USA). 
La estimulación eléctrica del tronco ciático no nos permite discernir la 
contribución relativa del tejido cutáneo, del músculo y de las fibras de la 
articulación a la señal registrada. Hay que tener cuidado para evitar la 
repetición de estímulos. 
Para la aplicación de estímulos y adquisición de las respuestas evocadas, 
monitorización del registro en tiempo real y almacenamiento de los datos 
en disco en forma de hoja de datos (*.txt), hemos utilizado una aplicación 
informática programada a medida en un entorno de programación gráfica 
LabView v6.i (Laboratory Virtual Instrument Engineering Workbench, 
National Instruments). 
2.4. Extracción de parámetros 
Hemos discriminado los potenciales de campos evocados por los distintos 
tipos de fibras aferentes primarias en función de las latencias asociadas a 
sus diferentes velocidades de conducción (Schouenborg, 1984; Liu y 
Sandkühler, 1995; 1997), asumiendo una distancia de alrededor de 11 cm 
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desde el electrodo de estimulación y la zona de registro. Como hemos 
mencionado anteriormente, para obtener una activación de fibras C hemos 
aplicado pulsos eléctricos de 0,5 ms de duración y del orden de 15 a 20 V (o 
3 mA), los cuales activan de forma simultánea tanto fibras C como A. El 
potencial evocado resultante debe considerarse un potencial de conjunto, en 
el cual puede sin embargo discriminarse el componente evocado por las 
fibras C con arreglo a su latencia, (90-200 ms), asociada a una baja 
velocidad de conducción (de 1,2 m/s; Schouenborg, 1984; Liu y 
Sandkühler, 1995; 1997). Hemos cuantificado dichos potenciales calculando 
el área sobre la curva del potencial hasta una línea recta que pasa por los 
puntos de mínima electronegatividad dentro del intervalo de latencia 
90-200 ms. 
2.5. Verificación histológica 
En cada grupo experimental hemos comprobado histológicamente la 
ubicación del electrodo de registro, haciendo pasar una corriente de 5 mA 
durante 2 s (Villarreal et al., 2004) a través del mismo y produciendo así, 
una pequeña lesión electrolítica. A continuación, hemos procedido a la 
perfusión del animal a través de la aorta con una solución de 
paraformaldehído al 4% y hemos extraído los segmentos medulares L4 y 
L5. Tras su crioprotección en sacarosa al 30% (en tampón fosfato sódico 0,1 
M) durante 12 h a 4 ºC, hemos obtenido secciones coronales de 40-50 µm 
de grosor por congelación (Leica CM1325), las cuales hemos montado 
posteriormente sobre portaobjetos gelatinizados para una desecación al 
aire, en primera instancia, durante 24 h a temperatura ambiente. 
Posteriormente, hemos deshidratado las secciones en concentraciones 
crecientes de etanol hasta etanol absoluto y xilol, y rehidratado hasta etanol 
al 50%. Acto seguido, hemos teñido las secciones en una solución acuosa 
de azul de tionina al 1% (Sigma) durante 45 minutos a temperatura 
ambiente, tras lo cual hemos procedido a su aclarado y deshidratación final 
con etanol acético, etanol absoluto y xilol. 
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Al localizar el epicentro de la lesión y basándose en los datos obtenidos 
por Swett y Woolf (1985) se puede determinar si la región corresponde a la 
localización deseada. 
3. Superfusión medular controlada 
Para estudiar el efecto de fármacos neuroactivos sobre neuronas de las 
astas posteriores medulares, hemos utilizado una técnica de superfusión de 
la superficie dorsal de la médula con soluciones en pequeños volúmenes (en 
torno a 10 µl), establecida previamente por Beck y otros (1995). El 
procedimiento es comparable a la administración por vía intratecal. 
La técnica consiste en la confección de un reducto de forma elíptica de 
varios milímetros de diámetro a partir de silicato de magnesio (Panreac) y 
un material polímero basado en la silicona (Biodur S1 y S49, Heidelberg, 
Alemania). La mezcla se deposita sobre los segmentos medulares de 
registro formando una elipse que al solidificar permite la aplicación de 
pequeños volúmenes de fármacos en solución acuosa sin extravasación al 
tejido circundante ni a los segmentos medulares adyacentes (Beck et al., 
1995). En estudios autorradiográficos previos se ha observado que la 
neurokinina A[125I] marcada radioactivamente penetra con facilidad en las 
láminas superficiales de las astas posteriores (I-V), sin extravasación 
significativa a los tejidos circundantes y sin alcanzar concentraciones 
significativas en sangre (Beck et al., 1995). Esta vía de administración sobre 
la médula espinal puede considerarse como una vía local, comparable como 
se ha mencionado, a la administración intratecal. Con carácter general, toda 
aplicación de fármacos mediante superfusión controlada ha sido precedida 
de un período de al menos cuarenta minutos de superfusión con líquido 
cefalorraquídeo artificial. 
Hemos aplicado concentraciones crecientes o bien concentraciones fijas 
predeterminadas, con arreglo al diseño experimental particular. Cada 
período de superfusión se ha prolongado por espacio de veinte minutos, de 
los cuales se han considerado para análisis los últimos diez. Hemos obtenido 
las distintas soluciones de trabajo de los fármacos diluyendo las soluciones 
de almacenamiento en líquido cefalorraquídeo artificial (LCRA; en mM: 130 
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NaCl, 3,5 KCl, 1,25 NaH2PO4, 24 NaHCO3, 1,2 CaCl2, 1,2 MgSO4, 10 D-(+) 
glucosa; a pH 7,4) inmediatamente antes de su aplicación. Todos los 
fármacos (tabla 2) han sido adquiridos en Tocris (Bristol, UK). 
Tabla 2: Fármacos aplicados por superfusión en los diferentes estudios. 
4. Evaluación de comportamiento 
4.1. Umbral del dolor a la estimulación mecánica 
El procedimiento tiene por objeto detectar cambios en los umbrales de 
percepción del dolor en la superficie plantar de la extremidad inferior como 
consecuencia de la ligadura del nervio raquídeo. En estudios precedentes se 
ha demostrado que el umbral del dolor a la estimulación mecánica puede 
reducirse hasta en un 80% (Kim y Chung, 1992) o, en otras palabras, se 
manifiesta una alodinia táctil o respuesta nociva a estímulos táctiles inocuos 
(Chaplan et al., 1994). La evaluación de umbrales de retirada nociceptiva de 
la extremidades incluye un procedimiento de estimulaciones mecánicas de 
fuerzas variables, seguido de un cálculo matemático para la determinación 
del umbral con arreglo a una ecuación preestablecida. 
Los animales intervenidos no han presentado ninguna anomalía motora. 
El protocolo contempla en cualquier caso la exclusión del estudio de 
cualquier animal con manifestaciones de disfunción motora, los cuales se 
deben en la mayoría de los casos a la lesión inadvertida del nervio L4 (Kim 
y Chung, 1992). 
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Fármaco Receptor Efecto Vía de administración
Bicuculina GABAA Antagonista Superfusión
Cis-ACPD NMDA Agonista Superfusión
CTOP Opioide µ Antagonista Superfusión
DAMGO Opioide µ Agonista Superfusión
D-AP5 NMDA Antagonista Superfusión
Quinpirol D2 Agonista Superfusión
SCH23390 D1 Antagonista Interperitoneal
SKF38393 D1 Agonista Superfusión
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El procedimiento general de evaluación consiste en el contacto repetido 
de la superficie plantar del animal con filamentos de nylon de distintos 
diámetros (monofilamentos de von Frey, Stoelting), los cuales se 
encuentran calibrados con arreglo a la fuerza que se debe aplicar al 
contacto con una superficie para que se curven. Las evaluaciones se han 
realizado en una franja horaria constante (9-17 h) durante el ciclo nocturno 
del animal. El animal permanece en reposo y sin ningún tipo de estímulo 
externo durante 15 minutos previos al inicio de la evaluación, con objeto de 
reducir su reacción de alerta (Chaplan et al., 1994), la cual condiciona el 
umbral del dolor (Chaplan et al., 1994). En el interior de una jaula 
transparente (10x25cm), el animal se sitúa sobre una superficie reticulada 
que es atravesada por los filamentos de nylon. Los monofilamentos se 
aplican con una orientación perpendicular a la superficie plantar y se ejerce 
presión sobre la planta durante 3 segundos (Chaplan et al., 1994). El 
filamento se curva siempre que se ejerce una presión que alcanza el valor 
especificado por el fabricante, y de este modo se estandariza en proceso 
practicando la misma fuerza en cada caso. La estimulación se lleva a cabo 
en el territorio de inervación del nervio tibial. El umbral más reducido se 
observa en el metatarso distal, entre los dedos tercero y cuarto. El 
metatarso proximal presenta un umbral mayor, y es el talón donde se 
detecta el umbral más elevado. La región de la extremidad posterior que 
mayor sensibilidad a la estimulación mecánica presenta es la situada en la 
superficie plantar ipsilateral a la intervención quirúrgica, en particular la 
región inervada por el nervio tibial. Hemos estimulado la región distal del 
metatarso plantar, entre los dedos cuarto y quinto, localización en la cual, 
según el protocolo del modelo de ligadura de la raíz L5 cedido por Chung y 
otros (2004), mayor sensibilidad a la estimulación mecánica se recoge. 
La detección de los umbrales de retirada nociceptiva de la extremidad 
requiere presentar estímulos de intensidades comprendidas dentro de un 
rango amplio, para garantizar la posibilidad de detección tanto de umbrales 
reducidos como de umbrales elevados. Para ello, se ha descrito un 
procedimiento general (Chaplan et al., 1994) que establece que la presión 
máxima de estimulación sea de 15 g o del 10% del peso del animal y el 
inicio de la secuencia de estimulación se realice de un estímulo de 
intensidad intermedia de 2 g. A partir del inicio, el protocolo prescribe 
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cuatro intensidades de estímulo por encima del valor intermedio y otros 
cuatro por debajo. Hemos creado una secuencia que comprende diez 
monofilamentos ordenados con arreglo a la fuerza que ejerce cada 
filamento (tabla 3). 
Tabla 3: Orden de aplicación de monofilamentos para realizar pruebas 
para explorar la hipersensibilidad estática. 
Dicha secuencia es similar a la establecida por Chaplan y otros (1994), 
con las modificaciones necesarias para su adaptación a los calibres de los 
monofilamentos del proveedor (Stoelting). La diferencia promedio entre la 
fuerzas que aplican los monofilamentos sucesivos es de 0,17 (notación 
logarítmica), similar a la establecida por Chaplan y otros (1994). A modo de 
ejemplo, se inicia la evaluación con la aplicación del filamento intermedio de 
valor 4,31 (2 g). Si el animal responde elevando su extremidad posterior, se 
considera como respuesta positiva y se procede a aplicar el siguiente 
filamento con diámetro menor. Si la respuesta es de elevación de la 
extremidad, se considera igualmente como respuesta positiva y se procede 
a aplicar el siguiente filamento con diámetro inmediatamente menor, 
mientras que si no se produce elevación del miembro se considera como 
respuesta negativa y se procede con el filamento inmediatamente mayor. 
Cuando se produce el primer cambio (Chaplan et al., 1994) en la naturaleza 






Fuerza (g.) Diámetro (mm.) Fuerza (mN.)
1ºfilamento 3,61 0,4 0,178 3,922
2ºfilamento 3,84 0,7 0,203 5,882
3ºfilamento 4,08 1,2 0,229 9,804
4ºfilamento 4,17 1,5 0,254 13,725
5ºfilamento 4,31 2 0,305 19,608
6ºfilamento 4,56 3,6 0,356 39,216
7ºfilamento 4,74 5,5 0,381 58,824
8ºfilamento 4,93 8,5 0,406 78,431
9ºfilamento 5,07 11,7 0,432 98,039
10ºfilamento 5,18 15 0,483 147,059
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varias repuestas positivas iniciales o bien la primera respuesta positiva tras 
una o varias respuestas negativas iniciales, a partir de este momento se 
registran un total de seis respuestas. 
Para realizar el cálculo del umbral de retirada de la extremidad posterior 
hemos empleado la ecuación establecida por Chaplan y otros (1994): 
donde; 
Xf es el valor logarítmico del último filamento aplicado en la serie registrada de seis 
respuestas. 
κ es el valor tabular que refleja la variabilidad de la respuesta del animal y corresponde a 
la combinatoria de las seis respuestas registradas (Chaplan et al., 1994, modificada de 
Dixon, 1980) 
δ es un valor logarítmico constante de 0,17 que refleja la diferencia promedio entre los 
valores logarítmicos de monofilamentos consecutivos, es decir, del total de los diez 
monofilamentos de la serie1. 
4.2. Evaluación de la alodinia térmica 
Con el objetivo de evaluar los umbrales de dolor ante un estímulo térmico 
disponemos de un equipo de hot plate o plancha caliente, diseñado para la 
determinación del umbral de calor, es decir, la mínima temperatura a la cual 
se evocan las conductas nociceptivas. El equipo consta de dos 
componentes, una placa metálica (20x15cm) con un sistema de 
calentamiento en el interior de una cámara de observación de metacrilato y 
una unidad de control de la temperatura que permite realizar ensayos 
ascendentes o descendentes con una variación de temperatura previamente 
programada. Durante el procedimiento la temperatura de la plancha se 
mantiene constante en toda su superficie, con diferencias máximas de 0,5 
ºC. 
El procedimiento de evaluación se ajusta al descrito por Almási y 
colaboradores (2003). El animal es colocado sobre la plancha en el interior 
de la cámara de observación, estableciendo una temperatura inicial de 30 
ºC. Tras 5 minutos de habituación se activa el mecanismo de calentado de 
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la plancha con un incremento de 6 ºC/min hasta que el animal retira la 
extremidad, lame la misma o salta, o en caso contrario cuando alcanza los 
50 ºC, temperatura de corte para prevenir quemaduras en el animal. Se 
registra la temperatura de la plancha que evoca cualquiera de estas 
reacciones nociceptivas en la extremidad. Tras el registro de la temperatura 
umbral el animal es retirado de la plancha. Al cabo de 30 minutos se repite 
la evaluación con el mismo animal, y la media de los dos umbrales 
registrados es considerada el umbral térmico nociceptivo. 
5. Fraccionamiento subcelular y Western Blot 
El fraccionamiento de las proteínas de las astas posteriores se ha llevado 
a cabo de acuerdo con estudios previos (Yang et al, 2009; Cao et al., 2011) 
haciendo cambios menores. 9 días tras la cirugía simulada o ligadura del 
nervio L5, las ratas son anestesiadas con pentobarbital sódico (50 mg/kg, 
vía interperitoneal) y posteriormente, decapitadas. Los segmentos 
medulares L4 y L5 son rápidamente extraído y sumergido en líquido 
cefalorraquídeo artificial (LCRA) helado (en mM: 137 NaCl, 2,7 KCl, 1,4 
CaCl2 1 MgCl2, 6 NaHC03, 2,1 NaH2P04, 6,5 D-(+)-glucosa; pH 7,4). El lado 
de la lesión es separado del lado contralateral y ambas muestras se 
homogenizan mecánicamente en frío en un tampón de lisis específico (10 
mM Tris pH 7,6 , 320 mM sacarosa, 5 mM EDTA). Con el fin de evitar la 
degradación de las proteínas fosforiladas, en el tampón donde se diluye el 
homogeneizado se añade proteasas y fosfatasas (5 mM EGTA, 1 mM PMSF, 
10 U/ml aprotinina, 0.0001% quimostatina, 0.0001% leupeptina y 0.0001% 
pepstatina). 
Posteriormente, se procede a fraccionar la muestra con sucesivas 
centrifugaciones. El homogeneizado se centrifuga a 1.000 g durante 10 min 
a 4 ºC para aislar los núcleos (P1) del sobrenadante (S1). S1 es 
centrifugado a 10.000 g durante 15 min para obtener el contenido crudo de 
la fracción sináptica (P2) y la fracción de citoplasma y microsomas (S2). La 
fracción P2 se incuba durante 15 min en un tampón de lisis que contiene 
0,5% de Tritón X-100 y se centrifuga a 32.000 g durante 20 min. El pellet 
final (P3) se diluye en un tampón de resuspensión (10 mM Tris a pH 8,0 , 1 
mM EDTA, 2%SDS) y se almacena a -80 ºC hasta su utilización. En 
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experimentos de control hemos verificado que la fracción P3 está 
enriquecida en la proteína sináptica PSD-95 (Aira et al., 2013). Con el kit 
BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL, USA) se determina la concentración 
de proteína presente en las muestras, cargando la misma cantidad de 
proteína (50 µg) en los geles de poliacrilamida al 8% que se transfieren 
posteriormente a membranas de nitrocelulosa. 
Tras bloquearlas con leche desnatada al 5% en PBST durante 1 hora a 
temperatura ambiente, las membranas se incuban con el anticuerpo 
primario correspondiente durante toda la noche a 4 ºC. A continuación, se 
realizan 3 lavados de 10 min en PBST para incubarlas con el anticuerpo 
secundario conjugado con HRP (1 hora a temperatura ambiente). Para 
detectar el inmunomarcado en las membranas se utiliza un sustrato de 
quimioluminiscencia comercial (Thermoscientific). La tinción con Ponceau 
sirve de control de carga (Romero-Calvo et al., 2010). Las bandas de 
densidad de proteína son analizadas con el software Image J (NIH). Las 
muestras contralaterales de las ratas que han sido sometidas a cirugía 
simulada se usan como control para normalizar la densidad de banda en el 
análisis de densidad relativa. Se utiliza la prueba de la t de Student para 
evaluar las diferencias con la condición de referencia. 
6. Doble y triple inmunofluorescencia para microscopía confocal 
Los animales se han anestesiado con pentobarbital sódico (50 mg/kg, 
intraperitonealmente) y se han perfundido transcardíacamente con 250 ml 
al 0,9% de salino y con 900 ml de paraformaldehído al 4% en tampón 
fosfato (0,1 M, pH 7,4). Los segmentos medulares L4-L5 se extraen para su 
postfijación en paraformaldehído al 4% durante 4 horas y su posterior 
crioprotección durante 48 horas en sacarosa al 30% diluida en tampón 
fosfato salino a 4 ºC. Posteriormente, se corta el tejido en secciones 
coronales de 40 µm de grosor. 
Las secciones se incuban con tampón de bloqueo (TB), que contiene 
suero de albúmina bovina al 1% (Sigma, St. Louis, MO, USA) y suero de las 
especies de donde se obtuvieron los anticuerpos secundarios también al 
1%, durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación, las secciones 
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se incuban con la combinación de anticuerpos primarios correspondiente, a 
la concentración adecuada diluidos en el TB a 4 ºC durante toda la noche 
(tabla 4). 
Tabla 4: Anticuerpos primarios utilizados en la inmunoflorescencia para 
mircoscopía confocal 
Posteriormente, se procede a la incubación durante 1 hora a temperatura 
ambiente en anticuerpos secundarios conjugados con fluoróforo, con 
espectros de emisión alejados y purificados mediante columna de afinidad. 
Hemos llevado a cabo las incubaciones en anticuerpos secundarios 
secuencialmente durante 1h con la correspondiente combinación de Alexa 
fluor 488 burro anti-cabra, DyLight 549 burro anti-conejo y/o Cy5 650 burro 
anti-ratón (1:200, Jackson InmunoResearch, West Grove, PA, USA). Se han 
l levado a cabo los controles de bloqueo oportunos mediante 
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Diana Procedencia Dilución Casa comercial
Met-encefalina Conejo 1:500 Millipore, MA, USA
MOR Conejo 1:500 Millipore, MA, USA
NeuN Ratón (monoclonal) 1:400 Millipore, MA, USA
pNMDARSer889 Conejo (policlonal) 1:500 Millipore, MA, USA
PSD-95 Ratón (monoclonal) 1:400 Thermo Scientific, IL, USA





Santa Cruz, Millipore, MA, CA, USA 
(D2DR Antibody (N-19) sc-7522.
Sinaptofisina Conejo 1:400 Abcam, Cambridge, UK
Sinaptofisina Ratón 1:1000 Sigma-Aldrich
vGAT Ratón (monoclonal) 1:400 Synaptic Systems
vGLUT2
Cerdo de guinea 
(policlonal)
1:1000 Synaptic Systems
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preincubaciones de los secundarios con suero normal de las especies (2%) 
de donde se han extraído el resto de primarios, para evitar la reactividad 
cruzada. 
Finalmente, las secciones histológicas se montan en MOWIOL (Labs. 
Vector) y se cubren con un cubreobjetos para la adquisición de imágenes en 
el microscopio confocal. En todos los experimentos de inmunohistoquímica 
se realizaron controles de especificidad del anticuerpo consistentes en la 
omisión de anticuerpo primario. Hemos obtenido las imágenes utilizando un 
microscopio confocal Olympus FV500 mediante adquisición secuencial para 
evitar la superposición de espectros de emisión fluorescente. Las imágenes 
de inmunofluorescencia se procesan con la ayuda del plug-in Colocalization 
Finder del software Image J (Li et al., 2004). 
7. Transfección y cultivo celular 
En el segundo estudio se precisaron celulas transfectadas y para ello se 
han obtenido células humanas embrionarias de riñon (HEK293T) de la 
colección americana de cultivos tipo (ATCC; CRL-3216) mantenidas en 
DMEM (ATCC, 30-2002) suplementado con suero fetal bovino al 10% 
(Sigma-Aldrich) y antibióticos. Previamente a la transfección, las células 
han sido sembradas sobre portaobjetos de 18 mm recubiertos con poli-D-
lisina para realizar la inmunofluorescencia o en placas Petri de 60 mm para 
llevar acabo posteriormente el Western blot. Cuando se ha llegado a una 
confluencia del 50-60%, las células han sido transfectadas con el plásmido 
pCMV6 (Origene) para introducir la secuencia que codifica en ratas el D1R o 
D5R en el C-terminal de myc (1 µg DNA/cm2) usando reagente de 
transfección Xfect (Clontech, 631317) siguiendo las indicaciones del 
fabricante. Las células han sido fijadas mediante formaldehído al 4% 
tamponado con tampón fosfato durante 10 minutos a temperatura ambiente 
tras 48 h de la transfección y procesadas para inmunofluorescencia o 
cultivadas en 750 µl de tampón hipotónico helado (5 mM Tris-HCl, pH 7,4, 1 
mM MgCl2, 0,5 mM fenilmetilsulfonil fluoruro, 50 µM iodoacetamida) para el 
análisis de Western blot. La suspensión de células ha sido homogeneizada 
por paso a través de agujas del 20 y 21 y después han sido mezcladas con 
un volumen igual del tampón conteniendo 0,64 M de sacarosa y 
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centrifugadas a 1000 g durante 5 minutos para desechar los núcleos (P1). 
El sobrenadante (S1) ha sido centrifugado a 37000 g durante 15 minutos 
para obtener el pellet de membranas plasmáticas P2, las cuales son 
posteriormente desnaturalizadas para realizar Western blot. 
8. Análisis estadístico 
Los datos que presentamos con carácter descriptivo son los valores 
medios de las áreas de los potenciales evocados junto con el E.T.M., 
expresados en forma de valores absolutos o en forma porcentual relativa a 
una situación control o de referencia. 
Para la comparación de los potenciales evocados en la médula espinal 
bajo el efecto de las distintos tratamientos o condiciones experimentales, 
hemos utilizado análisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vías en 
función del diseño experimental particular. 
Para comparaciones múltiples post hoc hemos utilizado las pruebas de 
Bonferroni o de Tamhane, según se hubiera cumplido o no el presupuesto 
de homocedasticidad, respectivamente y para comparaciones entre dos 
grupos experimentales hemos utilizado el estadístico t de Student. 
Para la comparación de los umbrales de retirada de la extremidad 
posterior hemos utilizado estadísticos no paramétricos, dado el carácter 
ordinal de la variable umbral resultante de la aplicación del procedimiento 
de cálculo establecido por Chaplan et al. (1994). En particular, hemos 
utilizado la prueba de Kruskal-Wallis para la detección general de diferencias 
entre grupos, y la U de Mann-Whitney como estadístico para la comparación 
entre dos tratamientos. Para el contraste de correlaciones en los estudios de 
doble y triple inmunofluorescencia hemos utilizado el test exacto de Fisher. 
El número de animales utilizados en cada grupo experimental ha sido de 
5-6, en función de las exigencias del estadístico empleado en cada caso. 
Hemos considerado valores α de 0,05 (p<0,05) y de 0,01 (p<0,01) como 
criterios de significación estadística. 
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Para el tratamiento de los datos hemos utilizado el paquete estadístico 
SPSS v.11 y v.14 (SPSS, Chicago, USA) y para calcular la concentración de 
fármaco que produce un 50% de reducción del área evocada por los 
potenciales de campo (IC50) hemos utilizado el programa GraphPad Prism 
v. 4.03 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Hemos utilizado Corel
Draw v. 11 para representación gráfica. 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ESTUDIOS EN HUMANOS 
1. Preparación previa al estudio
Se seleccionaron las variables de estudio y se elaboró el protocolo para la 
anamnesis, la exploración física, la administración de cuestionarios y el 
estudio de CPM. Los cuestionarios se seleccionaron para tener una visión 
completa de los aspectos psicofísicos concernientes a las variables 
estudiadas. También fueron necesarios una serie de ensayos con los equipos 
para familiarizarse y controlar su manejo y para estandarizar el protocolo, 
optimizando el trato con el paciente y las habilidades de comunicación, al 
objeto de que comprendiesen con exactitud el desarrollo de la prueba sin 
influir en sus respuestas. 
1.1. Consideraciones éticas generales y específicas 
Los procedimientos que se han llevado a cabo no son de carácter 
invasivo, no plantean riesgo asociado de infección ni contaminación, y no se 
han manejado muestras biológicas ni información de tipo genético. Los 
datos de carácter personal se gestionan con arreglo a la LOPD y a la 
normativa vigente en la UPVEHU relativa a los datos de carácter personal, y 
se utiliza un fichero de Nivel Alto, Investigación del Dolor, cuyo titular es la 
UPV/EHU (Boletín Oficial del País Vasco N. 2010124 – 30/06/2010) y cuyo 
responsable es Jon Jatsu Azkue Barrenetxea. El diseño experimental, los 
procedimientos incluidos en el estudio y los documentos de Información y 
de Consentimiento Informado han sido autorizados expresamente por el 
Comité de Ética para la Investigación en Seres Humanos (CEISH) de la UPV/
EHU. Todos los sujetos participantes han firmado el documento de 
Consentimiento Informado autorizado por dicho Comité. 
1.2. Reclutamiento de pacientes 
Hemos llevado a cabo el estudio en una muestra de 32 pacientes con 
diagnóstico de síndrome de fibromialgia, SFM, y 21 personas sanas como 
control. Los criterios de inclusión para el grupo de FM han sido (i) haber 
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sido diagnosticados formalmente de FM y (ii) no presentar deterioro 
funcional ni cognitivo para la realización de la prueba. Los criterios de 
inclusión para los controles han sido (i) la ausencia de FM y (ii) la ausencia 
de dolor habitual y/o durante el desarrollo de las pruebas. 
1.3. Cuestionarios 
Se administró una batería de cuestionarios para su valoración clínica, 
incluyendo el cuestionario de impacto de la fibromialgia (FIQ), el 
cuestionario de capacidad funcional relacionada con la salud (HAQ), de 
calidad de vida (SF-12), el cuestionario EIDF de fatiga, y otros de carácter 
psicológico para estudiar su actitud frente a la enfermedad (Catastrofismo, 
Locus de Control y HADS). Estas tres escalas se encuentran fraccionadas en 
subcategorías. El primero consta de tres subgrupos que conforman la 
puntuación total; rumiación, magnificación e indefensión. El segundo valora 
sobre quién piensa la enferma que recae el control de la progresión de la 
enfermedad, pueden darse varios casos o una combinación de ellos; que 
piense que recae sobre ella misma (internalidad), sobre los facultativos que 
la tratan (médicos), sobre otras personas que se encuentran a su alrededor 
(otros) o si por el contrario cree que nadie posee el control y que el 
empeoramiento o mejoría es cosa del azar. Por último, el HADS nos ofrece 
una puntuación respecto a la depresión y otra sobre la ansiedad aunque 
dichos rasgos suelen ir intrínsecamente relacionados, de ahí que también se 
pueda valorar de forma orientativa al paciente por su puntuación total. Es 
una escala específica para valorar el estado emocional en pacientes con 
enfermedades crónicas ya que deja fuera los síntomas somáticos de la 
ansiedad y la depresión para evitar equívocos en individuos con alguna 
enfermedad preexistente. 
2. Protocolo de la prueba de evaluación de CPM y equipos
En la fase inicial elaboramos una historia clínica completa, recogiendo 
datos tanto de su salud en general que puedan afectar a los resultados 
(cuadros inflamatorios, psicológicos o psiquiátricos y eventos que hayan 
podido contribuir al desarrollo de la enfermedad) como datos relacionados 
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directamente con el entorno del dolor, o relacionados con síntomas como la 
fatiga y el cansancio. 
Para desarrollar la prueba de CPM, empleamos un algómetro de presión 
(Stoelting, EEUU) y un equipo de estimulación eléctrica gestionada por 
ordenador. El sujeto se sitúa en sedestación, en posición cómoda y relajada, 
en un ambiente con temperatura controlada y ausencia de distracciones. 
Todas las sesiones se desarrollan de idéntica forma, intentando minimizar 
las variaciones en el comportamiento y el vocabulario del observador. Cada 
estimulación se acompañada de una marcación de EVA electrónica (escala 
visual analógica que puede variar de 0 (ningún dolor) a 10 (el peor dolor 
imaginable) por medio de un dispositivo diseñado y construido en nuestro 
laboratorio semejante a las EVA electrónicas utilizadas por otros 
laboratorios. Es una valoración subjetiva del dolor para monitorizar en 
tiempo real la intensidad percibida de los estímulos, y asegurarse de que el 
sujeto ha comprendido la dinámica de la prueba. 
2.1. Umbral del dolor a la estimulación de presión profunda (PPT) 
La prueba con el algómetro se realiza presionando de forma continua y 
homogénea (aproximadamente 1 kg/s) y perpendicularmente, sobre el 
músculo de las zonas de referencia (dorso de la mano y eminencia tenar) 
para encontrar el umbral de dolor a la presión profunda (PPT). Se solicita al 
sujeto que cuando sienta cualquier sensación molesta o desagradable a 
causa de la presión diga “ya”. La presión establecida en ese momento es la 
que determina el umbral de dolor a la presión profunda y se expresa en kg/
cm2. El uso del algómetro de presión es una técnica eficiente y reproducible 
para la determinación de los PPT, tanto en sujetos sanos como en pacientes 
de dolor crónico, y también para el análisis de la hiperalgesia resultante de 
una sensibilización central o periférica (Kosek et al, 1999). En este 
procedimiento la prueba para evaluar el umbral del dolor a la estimulación 
de presión profunda se realiza antes y después de la estimulación eléctrica 
condicionante en la mano contralateral a la zona que se ha estimulado 
eléctricamente para evaluar si hay cambios en los umbrales de cada 
paciente. Se repite tres veces para minimizar el efecto de la variabilidad y 
tener un dato más preciso. 
!138
Material y métodos 
2.2. Estimulación eléctrica heterotópica 
Como estímulo test aplicamos una señal eléctrica sobre el dedo índice de 
la mano no dominante del sujeto. Elegimos está localización por ser distal a 
la oreja, donde se aplicará el estímulo condicionante, y porque a su vez es 
un lugar en el que se produce menor estimulación muscular al ampliar la 
intensidad, lo que es más cómodo para el paciente. Elegimos que se 
estimulen nervios ipsilaterales pero de diferentes segmentos para estudiar 
su influencia el uno en el otro. Para ello se utiliza un electroestimulador 
TENS (EasySTIM NMS-28C, BEAC Biomedical, Pavia, Italia) ajustado a 
100Hz y 50ms. En una fase previa se va subiendo poco a poco la intensidad 
hasta que el sujeto marque que la sensación que percibe es intensa pero 
soportable sin medicación, lo que consideramos cercano a una EVA 6. 
Tras un descanso de 10 minutos en la prueba definitiva se opera el 
electroestimulador aplicando trenes de 4 s a 100 Hz a la intensidad 
previamente elegida, como estímulo test. Se administran 10 estímulos 
iniciales y posteriormente se continúa con 15 estímulos más acompañados 
del estímulo condicionante. 
Para proporcionar el estímulo condicionante utilizamos un aislador de 
estímulos Digitimer DS7A de corriente constante, homologado para uso 
humano, para la generación y ajuste de pulsos durante el TENS. 
Establecemos la frecuencia de estimulación disparando el aislador de 
estímulos desde un temporizador DAGAN S-900. Utilizamos una señal de 
alta intensidad para la activación de la respuesta analgésica endógena, con 
una anchura de pulso de 2 ms, frecuencia de 100 Hz de intensidad que el 
paciente califica como “fuerte pero soportable” (nivel de aproximadamente 
6 en una EVA, establecida por el sujeto). Aplicamos el TENS a través de 
electrodos cutáneos desechables de 2 cm de diámetro en el pabellón 
auricular sobre el territorio inervado por el nervio auricular mayor, del plexo 
cervical. Esta localización es bien tolerada por el sujeto por la ausencia de 
contracción muscular, y permite al mismo tiempo permanecer en 
sedestación con las extremidades libres. Esto es importante tanto para una 
mayor comodidad para el paciente como para realizar el protocolo 
!139
Material y métodos 
correctamente, ya que con la mano dominante deberá marcar la EVA y en la 
otra recibirá el estímulo test. 
Se aplica el estímulo condicionante aumentando su intensidad hasta que 
el paciente exprese una EVA de 6 y en ese momento se fija de forma 
continua esa intensidad y se sigue con los estímulos fásicos en la mano, el 
estímulo test. Con este protocolo tenemos medidas test previas, posteriores 
y a lo largo de toda la prueba que dura aproximadamente unos 10 minutos 
en total. 
3. Análisis estadístico 
Los datos que presentamos con carácter descriptivo son los valores 
medios de los registros de PPT, intensidad del TENS aplicado y EVAs 
percibidas por los sujetos de estudio junto con el E.T.M., expresados en 
forma de valores absolutos o en forma relativa a una situación inicial 
tomada como referencia. 
Para comparaciones entre los dos grupos experimentales, enfermos con 
dolor crónico y sujetos sanos, hemos utilizado el estadístico t de Student. 
El número de sujetos que han participado en cada grupo experimental ha 
sido de 21 en el caso de los controles y de 31 en el de sujetos con dolor 
crónico. Los valores obtenidos incluidos en este estudio tienen significación 
estadística (p<0,05 y p<0,01 y con p=0,00 en el caso de las correlaciones). 
Para el tratamiento de los datos hemos utilizado el paquete estadístico 
SPSS v.11 y v.14 (SPSS, Chicago, USA) y para la representación gráfica 
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a b s t r a c t
A sound strategy for improving the clinical efficacy of opioids involves exploiting positive interactions
with drugs directed at other targets in pain pathways. The current study investigated the role of dopa-
mine receptor D2 (D2R) in modulation of spinal dorsal horn excitability to noxious input, and interactions
therein with l-opioid receptor (MOR) in an animal model of neuropathic pain induced by spinal nerve
ligation (SNL). C-fiber–evoked field potentials in the spinal dorsal horn were depressed concentration
dependently by spinal superfusion with the D2R agonist quinpirole both in nerve-injured and sham-oper-
ated (control) rats. However, quinpirole-induced depression was significant at 10 lmol/L after SNL but
only at 100 lmol/L in control rats. This quinpirole effect was completely abolished by MOR antagonist
CTOP at subclinical concentration (1 lmol/L) in nerve-injured rats, but was unaltered in sham-operated
rats. Nine days after SNL, D2R was upregulated to both presynaptic and postsynaptic locations in dorsal
horn neurons, as revealed by double confocal immunofluorescence stainings for synaptophysin and
PSD-95. In addition, D2R/MOR co-localization was increased after SNL. Co-administration of 1 lmol/L
quinpirole, insufficient per se to alter evoked potentials, dramatically enhanced inhibition of evoked
potentials by MOR agonist DAMGO, reducing the IC50 value of DAMGO by 2 orders of magnitude. The
present data provide evidence of profound functional and subcellular changes in D2R-mediated modula-
tion of noxious input after nerve injury, including positive interactions with spinal MOR. These results
suggest D2R co-stimulation as a potential avenue to improve MOR analgesia in sustained pain states
involving peripheral nerve injury.
! 2014 International Association for the Study of Pain. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Opioid drugs as a class remain the most effective analgesics
known for moderate and severe pain; however their clinical utility
is limited by tolerance, fear of addiction, and undesired effects such
as respiratory depression, sedation, and constipation [20,54,70].
The development of opioid analgesics devoid of side effects has
not been fruitful, as both analgesia and side effects are most likely
mediated by the same opioid receptor, namely the l-opioid recep-
tor (MOR) [70]. An alternative approach for improving the clinical
efficacy of opioids involves exploiting superadditive or synergistic
interactions with other drugs directed at different targets in pain
pathways, including, for example, nonsteroidal anti-inflammatory
drugs [21,49,51] or a2-adrenergic drugs [17]. Still within this par-
adigm, centrally acting analgesics with a dual mechanism of action
may be used with the goal of reducing potential side effects while
retaining adequate analgesia. For example, MOR agonists such as
dextromethorphan can improve tolerance through an antagonistic
action on glutamate or NMDA-type receptors [29], whereas thera-
peutic ranges of MOR agonists such as tapentadol or tramadol are
improved by inhibition of monoamine reuptake [13,43,67].
Mounting evidence supports a role for dopamine in modulation
of nociceptive information. Dopamine-like immunoreactivity is
profusely distributed throughout the gray matter of the spinal
dorsal horn [31], and all 5 G-protein–coupled receptor types
through which synaptic effects of dopamine are exerted, namely
D1 through D5, have been found in the spinal cord
[12,19,22,44,61,68,77,78]. The A11 region in the dorsal posterior
hypothalamus is the sole known source of dopaminergic innerva-
tion to the dorsal horn [30,62], and diencephalospinal projections
arising from these neurons inhibit nociceptive transmission at
http://dx.doi.org/10.1016/j.pain.2014.09.012
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the dorsal horn level, primarily via D2 receptors [19,24,40,64,65].
Studies show that D2R may establish complex interactions with
opioid receptors, as D2R-agonists have so far been linked to both
facilitation [55] and attenuation [34] of opioid analgesia, whereas
D2R-blockade may reportedly potentiate [60] or diminish [55]
MOR analgesia.
The current study was undertaken to evaluate functional inter-
actions of D2R with MOR in the spinal dorsal horn, both in basal
conditions and during neuropathic pain after experimental ligation
of the L5 root. We recorded dorsal horn potentials elicited by elec-
trical activation of C-fibers as an end point to evaluate the effects of
D2R-stimulation and D2R/MOR. In addition, we used western blot
analyses and confocal laser-scanning microscopy to evaluate
changes in receptor expression as well as to gain insight into the
anatomical site for D2R–MOR interaction.
2. Methods
2.1. Animals and spinal nerve ligation surgery
Animal experiments were performed according to the European
Communities Council Directive (86/609/ECC) in adult male Spra-
gue–Dawley rats (250–350 g; OF1, IFFA Credo, L’Arbresle, France).
The protocols for animal care and use were approved by the appro-
priate committee at the University of the Basque Country. Efforts
were made to keep the number of animals used to a minimum
as well as to minimize animal suffering. The left spinal L5 nerve
root was ligated as previously described [36] under 4% chloral
hydrate anesthesia (0.4 g/kg, intraperitoneally). Animals that
underwent sham operation received no nerve ligation, being other-
wise identically prepared and assessed. After surgery, the animals
were allocated to individual cages to recover, with food and water
available ad libitum.
2.2. Electrophysiology
Procedures were carried out under urethane anesthesia (1.5 g/
kg, i.p.). A tracheotomy was performed to maintain an open,
low-resistance airway, and cannulae were inserted into the left
common carotid artery and the right internal jugular vein for arte-
rial blood pressure monitoring (mean 80–100 mm Hg) and contin-
uous infusion of Tyrode’s solution (in mmol/L: 137 NaCl, 2.7 KCl,
1.4 CaCl2, 1 MgCl2, 6 NaHCO3, 2.1 NaH2PO4, 6.5 D-(+)-glucose; pH
7.4) at 0.8 to 1 mL per hour, respectively. Colorectal temperature
was continuously monitored, and euthermia (37–38 !C) was main-
tained via a feedback-controlled under-body heating pad for the
duration of the experimental procedure. The left sciatic nerve was
exposed, gently freed from connective tissue, and placed onto plati-
num hook electrodes for bipolar electrical stimulation. Bilateral
dorsal laminectomies were performed at vertebrae T13 to L1, the
vertebral column was immobilized to a rigid frame, and the dura
mater overlying lumbosacral spinal segments was carefully
removed.
The electrophysiological setup was essentially as described pre-
viously [7]. Tungsten microelectrodes (impedance 5 MX) were
inserted 1 mm lateral to the spinal mid-line at a depth of 100 to
300 lm from the dorsal surface of the cord, that is, into laminae I
to II, by means of a hydraulic microdrive. The position of the tip
of the recording electrode in the spinal cord was marked with a
small electrolytic lesion by delivery of an anodal current through
the recording electrode (50 lA for 10 seconds) and histologically
verified. Single monophasic, square-wave electrical pulses were
delivered as test stimuli to the sciatic nerve trunk at a mid-thigh
level on a per-minute basis by means of a computer-controlled
stimulus isolator, and the elicited spinal field potentials were
amplified (analog band-pass set at 1–550 Hz), displayed on an
oscilloscope, and digitized to a personal computer (PC) at a
10-kHz sampling rate via an A/D converter card (MIO16; National
Instruments, Austin, TX). Electrical stimulation of the sciatic nerve
trunk did not permit us to discern the relative contribution of cuta-
neous, muscle, and joint fibers to the recorded signals. Care was
taken to avoid stimulus repetition. Field potentials were evoked
in superficial laminae of the spinal dorsal horn by suprathreshold,
electrical C fiber-stimulation (3- to 3.5-mA pulses of 0.5 millisec-
onds’ duration) and quantified as described previously [14].
To measure the ability of D2R to modulate C-fiber–evoked
spinal field potentials, these were recorded during spinal superfu-
sion with successively increasing, cumulative concentrations of the
selective agonist quinpirole. Each drug concentration change lasted
for 20 minutes; only the last 10 evoked field potentials were
extracted for analysis from the baseline control period and from
each treatment period. The areas of field potentials evoked during
each treatment period were compared to those recorded during a
control aCSF superfusion period, by using univariant analysis of
variance and post hoc Bonferroni or Tamhane multiple comparison
tests. To assess the influence of MOR on D2R-mediated modulation
of evoked field potentials, quinpirole was administered in combi-
nation with the MOR antagonist CTOP. As CTOP has been shown
to disinhibit C-fiber–evoked spinal field potentials in nerve-injured
rats [15], the drug was administered here at a subclinical dose, that
is, one low enough (1 lmol/L) not to significantly alter evoked
potentials. In preliminary experiments, we determined that
1 lmol/L CTOP did not alter D-Ala-deltorphin II–induced depres-
sion of evoked potentials, thus ruling out an antagonist effect of
the drug on spinal d-opioid receptors. To evaluate the influence
of D2R on the depressing effect of DAMGO on spinal field poten-
tials in nerve-injured rats, we superfused the spinal cord with
increasing, cumulative concentrations of DAMGO in combination
with quinpirole, either at the least effective concentration for a sta-
tistically significant depressing effect (10 lmol/L) or at a subclini-
cal concentration, that is, one insufficient per se for significant
depression.
2.3. Drug preparation and delivery
Drugs used for in vivo electrophysiological recordings included
D2R agonist (4aR,8aR)-5-propyl-4,4a,5,6,7,8,8a,9-octahydro-1H-
pyrazolo[3,4-g]quinoline (quinpirole), MOR-agonist [D-Ala2,
NMe-Phe4, Gly-ol5]-enkephalin (DAMGO), and MOR antagonist
D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2 (CTOP), all 3 from
Tocris (Bristol, UK). Stock solutions were obtained by diluting drug
powder in doubly distilled water, and working solutions were pre-
pared in artificial cerebrospinal fluid (aCSF; in mmol/L: 130 NaCl,
3.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 24 NaHCO3, 1.2 CaCl2, 1.2 MgSO4, 10 D-(±)
glucose; pH 7.4) immediately before delivery. Drugs were applied
in small volumes (10–15 lL) by controlled superfusion via a sili-
con, 40 to 50-mm2 pool attached to the dorsal surface of the spinal
cord [10].
2.4. Western blot assays
Rats were deeply anesthetized with sodium pentobarbital
(50 mg/kg, i.p.) and sacrificed by decapitation. L4 to L5 segments
were quickly extracted into ice-cold aCSF. Tissue was separated
and homogenized mechanically with a motor-driven glass/glass
tissue homogenizer in ice-cold lysis buffer (10 mmol/L Tris, pH
7.6, 320 mmol/L sucrose, 5 mmol/L ethylenediaminetetraacetic
acid [EDTA]) containing protease inhibitors (5 mmol/L ethylene
glycol tetraacetic acid [EGTA], 1 mmol/L phenylmethanesulfonyl
fluoride (PMSF), 10 U/mL aprotinin, 0.0001% chymostatin,
0.0001% leupeptin, and 0.0001% pepstatin). Bilateral dorsal horn
samples were processed. Homogenates were centrifuged at
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1000g for 10 minutes to remove cell nuclei from the low
supernatant.
BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL) was used for deter-
mining protein concentration for western blot assays. Identical
amounts of protein (50 lg) were loaded to sodium dodecyl sul-
fate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS–PAGE) using 8% run-
ning gels and transferred to nitrocellulose membranes (Amersham
Biosciences). After a blocking step with 5% non-fat milk in PBST for
1 hour at RT, membranes were incubated overnight at 4 !C with an
affinity-purified goat polyclonal antiserum to D2R (1:1000; D2DR
Antibody (N-19) sc-7522 from Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA). Membranes were then washed 3 times in PBST for
10 minutes and incubated with horseradish peroxidase (HRP)–con-
jugated donkey anti-goat antisera (1:5000; GE Healthcare, Barce-
lona, Spain) for 1 hour at room temperature (RT). Thermo
Scientific SuperSignal Chemiluminescent Substrate was used to
detect HRP on the blots. Reversible validated Ponceau staining
was used to check equal loading of gels [3,59]. Protein load, antise-
rum dilution and film development parameters were adjusted to
optimize visualization of both strongly and weakly stained bands.
For quantitation, protein band densities were analyzed by using
ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD).
Dorsal horn homogenates from control animals (sham-operated)
were used as the reference to normalize protein band densities in
relative density analyses. The Student t test was used for comparison
to the reference condition.
2.5. Confocal immunofluorescence
Deeply anesthetized rats (sodium pentobarbital 50 mg/kg, i.p.)
were perfused transcardially with 250 mL 0.9% saline followed by
900 mL 4% paraformaldehyde in phosphate buffer (PB; 0.1 mol/L,
pH 7.4). L4 to L5 spinal segments were removed, post-fixed with
4% paraformaldehyde in PB for 4 hours, and then cryoprotected
for 48 hours with 30% sucrose in phosphate buffered saline (PBS)
at 4 !C. Coronal, 40-lm-thick cryotome sections were serially col-
lected in PBS and preincubated with 1% bovine serum albumin
(Sigma, St. Louis, MO) and 1% normal serum (1 hour, RT). Sections
were incubated overnight at 4 !C with primary antibodies. These
included a goat polyclonal to D2R (1:500, D2DR Antibody (N-19)
sc-7522 from Santa Cruz Millipore, Santa Cruz, CA), a mouse mono-
clonal to PSD-95 (1:400, Thermo Scientific, IL), a mouse monoclo-
nal to neuronal nuclear antigen (NeuN; 1:400, Millipore, MA),
and rabbit antisera to synaptophysin (1:400, Abcam, Cambridge,
UK) or MOR 1:500, Millipore, MA). Specificity of the primary anti-
body to D2R had been confirmed previously by comparing immu-
nostaining in transfected cells [39]. Antibody specificity was
further confirmed here by preabsorption with an excess of antigen
(D2DR N-19, sc-7522, from Santa Cruz, Santa Cruz, CA) at a 3:1
mass ratio of peptide to IgG for 2 hours at RT, which abolished
all specific immunostaining in dorsal horn cells. After preincuba-
tions with normal serum of species other than those in which
the secondary antibodies were raised, sections were sequentially
incubated with Cy5 650-conjugated donkey anti-rabbit, Dylight
549-conjugated donkey anti-mouse, and Alexa 488-conjugated
donkey anti-goat fluorescent antibodies (1:200, Jackson Immuno-
Research, West Grove, PA) and mounted in Mowiol (Vector Labs,
Burlingame, CA). Specificity of the primary antibody to D2R was
tested here by preabsorption with an excess of antigen, D2DR (N-
19) P sc-7522, (Santa Cruz, Santa Cruz, CA) at a 3:1 mass ratio of
peptide to IgG for 2 hours at RT, followed by immunofluorescence
analysis in spinal cord tissue sections. Sections were viewed in a
Fluoview FV500 Olympus confocal microscope, and digital photo-
micrographs were acquired sequentially to avoid overlapping of
fluorescent emission spectra. ImageJ software (Intensity Correla-
tion plug-in) [45] was used to adjust brightness and contrast, to
obtain image co-localization overlays, as well as to carry out inten-
sity correlation–based analyses of confocal photomicrographs of
labeled tissue. Only those micrographs intended for illustration
were adjusted for brightness and contrast. The Pearson correlation
coefficients were used to assess colocalization, and the Fisher exact
test was used to compare Pearson coefficients.
3. Results
3.1. Functional upregulation of D2R and necessity of co-activation of
MOR
In sham-operated rats, spinal superfusion with the D2R agonist
quinpirole reduced dorsal horn field potentials evoked by C-fiber
input in a concentration dependent manner, inducing significant
depression by 18.74% ± 0.41% at 100 lmol/L concentration (P < .01
at the Bonferroni test, relative to aCSF baseline; Fig. 1). Quinpi-
role-induced depressionwasmore pronounced in nerve-ligated rats,
such that significant depression by 28.94% ± 0.18% was already sig-
nificant at 10 lmol/L concentration (P < .01 vs baseline), and poten-
tials were reduced by 46.84% ± 0.25% at 100 lmol/L.
To investigate the involvement of MOR in spinal depression
promoted by D2R in dorsal horn neurons, we co-administered
CTOP, a MOR antagonist, in both sham-operated and nerve-injured
rats. Co-administration of CTOP did not significantly affect quinpi-
role-induced depression of evoked potentials in sham-operated
Fig. 1. Functional upregulation of D2R-induced depression of C-fiber–evoked
potentials and dependence on l-opioid receptors (MOR) after spinal nerve ligation
(SNL). Mean areas of C-fiber–evoked potentials are shown during spinal superfusion
with increasing, cumulative concentrations of the selective D2R agonist quinpirole.
Although quinpirole administration significantly reduced evoked potentials at
100 lmol/L in sham-operated rats (open circles), depression by the effect of the
drug was enhanced in nerve-injured rats, 9 days after surgery, as shown by the
significant reduction effect at 10 lmol/L (solid circles). Modulation of evoked
potentials by quinpirole was unaltered during simultaneous superfusion with the
selective MOR antagonist CTOP at subclinical concentration (1 lmol/L) in uninjured
rats (open triangles); however, it was completely abolished in nerve-injured rats
(solid triangles). Representative recordings at the top illustrate the effect of
quinpirole on evoked potentials in the 4 experimental conditions. ** Significant
differences at P < .01, Bonferroni test, relative to baseline. For clarity, only the least
significant effects have been labeled.
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rats (18.01% ± 0.32% decrease at 100 lmol/L, P < .01), but fully
abolished the depressant effect of quinpirole in nerve-ligated rats
(Fig. 1).
3.2. Synaptic upregulation of D2R and co-localization with MOR
D2R expression was assessed bilaterally by Western blotting in
dorsal horn homogenates. As quantified by band density analysis,
the presence of D2R protein was significantly (P < .01, Student t
test) and bilaterally increased 9 days after injury in rats subjected
to spinal nerve ligation (SNL), relative to sham-operated rats
(Fig. 2). To determine whether this global increase involved upreg-
ulation of D2R expression in synaptic compartments, we carried
out double immunofluorescence experiments using selective anti-
bodies to presynaptic or postsynaptic markers synaptophysin or
PSD-95, respectively (Fig. 2). The results showed significantly
increased co-localization of D2R with both PSD-95 (Rr 0.78 in cor-
relation analysis) and synaptophysin (Rr 0.84) in lumbar sections
from nerve-injured rats, as compared to sections from rats in the
sham (control) condition (Rr 0.23 and Rr 0.24, respectively, yield-
ing z = !40.77 and z = !49.07, Fisher’s exact test, both P < .01).
Triple immunofluorescence experiments using antibodies toMOR
and neuronal marker NeuN revealed low levels of D2R/MOR co-
localization in the neuropilum of the spinal dorsal horn in uninjured
rats (Rr 0.16 in correlation analysis of MOR/D2R co-localization).
However, co-localization was greatly increased in nerve-injured
rats 9 days after surgery (Rr 0.84 for MOR/D2R co-localization,
z = !93.84; P < .01 at the Fisher exact test) (Fig. 2).
3.3. D2R enhancement of MOR depression of evoked responses
We examined whether pharmacological stimulation of D2R
with quinpirole would influence MOR-mediated depression of
potentials evoked in the dorsal horn by C-fiber input. Spinal super-
fusion with MOR agonist DAMGO at 100 nmol/L alone significantly
reduced evoked potentials in neuropathic rats (37.52% ± 0.61%,
P < .01, n = 5; reduction was 67.9% ± 0.48% at 1 lmol/L concentra-
tion) (Fig. 3).
Administration of 1 lmol/L quinpirole dramatically enhanced
DAMGO-mediated depression of C-fiber–evoked potentials, such
that the least effective drug concentration for a significant reduc-
tion effect was lowered by 2 orders of magnitude (16.66% ± 0.57%
reduction by 1 nmol/L DAMGO, P < .01). The IC50 value of DAMGO
was significantly decreased during concomitant administration of
quinpirole (from 158 ± 1.31 nmol/L to 11 ± 1.37 nmol/L; P < .01 at
the Student t test).
4. Discussion
The present study provides evidence for anatomical and func-
tional upregulation of the D2R system during neuropathic pain sec-
ondary to SNL. After SNL, D2R-mediated depression of evoked
potentials becomes both enhanced and dependent on MOR. We
show that the D2R/MOR interaction is superadditive and is accom-
panied by upregulation of both receptors to synaptic sites.
4.1. Enhanced D2R-mediated modulation after SNL involves synaptic
upregulation
Stimulation of D2R in the spinal dorsal horn by the agonist drug
quinpirole exerted significant, concentration-dependent depres-
sion of field potentials evoked by C-fiber input. Such a depressant
effect agrees with findings from previous behavioral studies
[8,9,46] as well as intracellular and extracellular recordings in
the dorsal horn and trigeminocervical complex [19,24,40,64,65].
Fig. 2. Synaptic upregulation of D2R and enrichment in l-opiod receptors (MOR) in
the lumbar dorsal horn after spinal nerve ligation (SNL). (A) Western blot analysis of
D2R protein expression in dorsal horn homogenates from sham-operated rats and
nerve-injured rats 9 days after surgery. D2R expression is dramatically increased
bilaterally in spinal cord tissue after SNL. Band density analysis at the bottom shows
increased density in nerve-injured rats relative to homogenates from uninjured
rats. ** Significant differences at P < .01 with Student t test. (B) Doubly-labeled
(upper row) and triply-labeled (middle and bottom rows) transverse lumbar
sections including immunostainings for D2R (red channel), MOR (green channel),
and neuronal marker NeuN (blue channel). Low-power micrographs show the
distribution of MOR- and D2R-like immunoreactivities in the dorsal horn of control,
untreated rats (scale bar = 200 lm). D2R immunofluorescence was abolished after
preabsorption with excess antigen (upper-right micrograph). Triple immunofluo-
rescence reveals low levels of D2R and MOR co-localization (merge channel) in the
neuropilum in uninjured animals, but increased co-localization after SNL, 9 days
after surgery. Scale bar = 20 lm. Bar graph shows correlation analyses of D2R/MOR
immunostainings. ⁄⁄P < .01, Fisher exact test. (C) Correlation analyses of D2R co-
localization with presynaptic and postsynaptic markers synaptophysin and PSD-95,
respectively, from double immunofluorescence stainings of transverse lumbar cord
sections from sham-operated and nerve-injured rats. Correlations of D2R with
synaptophysin and PSD-95 were both significantly increased after SNL. ** Statis-
tically significant differences at P < .01, Fisher exact test. Scale bar = 3 lm.
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In this study, we show, for the first time, that the efficacy of D2R in
modulating spinal excitation to noxious input is enhanced after
nerve injury. This result implies that dopaminergic spinopetal
pathways, most likely emerging from the A11 cell group [30,62],
are recruited by ongoing pain. This finding lends support to the
notion that A11-spinal neurons are involved in mediating inhibi-
tion by diffuse noxious inhibitory controls (DNIC) via D2R [40].
This finding is also relevant to the clinical pain scenario, as this
diencephalospinal projection has been implicated in the patho-
physiology of migraine [2,18,19,33], and alterations in the DNIC
response are thought to be critical in human pain conditions
[69,76].
The observed functional upregulation of D2R in the dorsal horn
was accompanied by greater availability of the receptor at active
synaptic sites. In the present study, Western blot analyses showed
a dramatic, bilateral increase in D2R expression in dorsal horn
homogenates from nerve-injured rats. Furthermore, confocal
immunofluorescence stainings revealed heavily increased co-local-
ization of D2R with both the presynaptic and postsynaptic markers
synaptophysin and PSD-95, respectively. These observations agree
with electrophysiological evidence that D2R serves both presynap-
tic and postsynaptic functions [75], including in dorsal horn
neurons [65].
Bilateral changes in D2R expression may be related to the par-
tially bilateral nature of the A11 diencephalospinal pathway
[1,58]. In addition, this projection may mediate diffuse modulatory
responses with little segmental or lateral selectivity [62,40].
Receptor trafficking to active synaptic sites is a fundamental
mechanism in determining synaptic strength at excitatory and
inhibitory synapses [5,41,48]. Thus, in the context of neuroplastic
adaptations that follow SNL, subcellular changes in D2R organiza-
tion as shownheremay be seen as instrumental in functional upreg-
ulation of descending dopaminergic modulation of C-fiber–evoked
responses.
4.2. D2R-mediated modulation requires co-activation of MOR after
nerve injury
We have shown that MOR does not intervene in D2R-mediated
modulation of dorsal horn responses to noxious input under basal
conditions. This agrees with results from previous studies showing
that direct, intrathecal application of opioid antagonist naloxone to
dorsal horn neurons fails to alter dopamine-induced increases in
tail-flick latencies [46,74]. A major finding in this study is that
the functional upregulation of D2R-mediated modulation that
develops after SNL requires concurrent recruitment of MOR, sug-
gesting that cellular or molecular determinants of dopaminergic
function in the dorsal horn involve a close interplay with the spinal
opioidergic system. Indeed, in this study, the MOR antagonist CTOP
abolished quinpirole-mediated depression of evoked potentials at
a lower concentration than that required for a direct, significant
effect on evoked potentials. Although the molecular basis for this
change is unclear, opioidergic modulation of dopamine efflux in
the dorsal horn can be considered as a potential mechanism.
Consistent with this view is the fact that opioids can influence
dopamine release in the CNS [71–73] and promote the release of
endogenous MOR ligands (such as met-enkephalin) that are pres-
ent in superficial laminae of the dorsal horn [50] and are known
to be promoted by noxious stimulation [16,42]. This suggests that
an important determinant of D2R-mediated modulation may be
endogenous MOR activity, which becomes tonically active after
SNL while showing negligible activity basally [15]. Nevertheless,
although this mechanism may predict that MOR-blockade in
nerve-ligated rats reduces the inhibitory actions of D2R to those
levels found in uninjured animals, it may hardly account for the
complete impairment of D2R inhibition. Thus, our present findings
appear to suggest a higher level of complexity in changes affecting
D2R/MOR interaction than is involved in the mere modulation of
neurotransmitter release. Here, we provide direct evidence for an
anatomical site of D2R/MOR interaction by showing that the
heightened expression of D2R after SNL occurred at MOR-enriched
synaptic loci. Such a shared location provides unique conditions for
interactions at the level of intracellular transduction signaling, and
also is consistent with protein–protein interactions, although the
level of resolution of the present immunostainings cannot substan-
tiate this latter possibility. For example, studies in striatal neurons
Fig. 3. Stimulation of D2R facilitates l-opioid receptor (MOR)–mediated depression
of dorsal horn excitability to noxious input in neuropathic rats. (A) Mean areas of
C-fiber–evoked potentials are shown during spinal superfusion with MOR agonist
DAMGO at increasing cumulative concentrations. Whereas evoked potentials are
significantly decreased by administration of 100 nmol/L DAMGO alone (open
circles), the least effective concentration of DAMGO for a significant depressive
effect is lowered to 1 nmol/L during co-administration with the D2R agonist
quinpirole at 10 lmol/L (triangles) or to 10 nmol/L in the presence of a subclinical
concentration (1 lmol/L) of quinpirole (solid circles). (B) Bar graph showing IC50
values of DAMGO in neuropathic rats when administered either alone or in
combination with quinpirole at 1 lmol/L (subclinical) or 10 lmol/L. ** Statistically
significant at P < .01, Student t test).
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have suggested that co-expression of D2R with MOR [4] may
underlie heterologous desensitization of the MOR and hence recep-
tor interaction at the protein–protein level [63]. In this sense,
heteromerization with other G-protein–coupled receptors (GPCRs)
confer opioid receptors with functional properties distinct from
those in homogeneous populations, including unique G-protein
coupling and pharmacological properties, or horizontal membrane
diffusion and trafficking [27,57]. This level of interaction is consis-
tent with the observed D2R-mediated inhibition becoming depen-
dent on MOR after SNL, as a receptor unit in the heteromer can
become dependent on co-stimulation of 2 or more receptor units
in the heteromer [23,25]. The increased presence of both MOR
and D2R at synaptic locations, as shown in the present study,
supports the notion that subcellular adaptations after nerve injury
entail repositioning of both receptors to active zones, that is, a
scenario in which the occurrence of protein–protein interactions
between GPCRs is indeed conceivable.
4.3. Enhancement of MOR by D2R activation
To gain further insight into D2R/MOR interactions in the con-
text of neuroadaptive changes triggered by SNL, we investigated
whether D2R activation exerts an influence over MOR antinocicep-
tion, by evaluating the suppressive effect of DAMGO on C-fiber–
evoked potentials in the presence of a subclinical concentration
of the D2R agonist quinpirole, that is, one that does not suffice,
per se, to alter evoked potentials. We found that subclinical quin-
pirole dramatically increased the potency of DAMGO, supporting
the notion that there is a powerful positive interaction between
D2R and MOR (Fig. 3).
Dopamine receptors can influence the levels and release of MOR
agonist enkephalin [26,32,47,56], as well as MOR turnover in the
CNS [6]. Regarding opioid antinociception, the direction of dopami-
nergic influence remains inconclusive, in view of the fact that both
facilitating and impairing effects at the basal level have been sug-
gested, and observed effects may depend on the dose, administra-
tion route, and evaluation paradigm [34,37,38,52,55,60,66]. The
present data using direct drug administration to dorsal horn neu-
rons via superfusion suggest that the plasticity of descending
dopaminergic systems that is triggered by nerve injury involves
superadditive D2R/MOR interactions [11] at the spinal level of
nociceptive processing. This is of potential clinical relevance,
because the actual scenario of administration of opioid analgesics
in humans is commonly that of sustained or chronic pain, where
plastic changes in the CNS are likely already established.
Co-localization of both receptors in a subset of dorsal horn
neurons, probably excitatory interneurons [35], anticipates the
occurrence of interaction at the intracellular level. Theoretically,
D2R and MOR may interact through convergent membrane potas-
sium channel opening in the same neurons, as this mechanism has
been described as associated with activation of D2R in dorsal horn
neurons [64,65] as well as with that of MOR elsewhere in the CNS
[28,53]. Furthermore, we have previously reported synergistic het-
erologous facilitation of d-opioid receptor function after SNL [15],
and abundant evidence supports superadditive interactions
between opioid and other receptors, such as those of the a2 type,
as reviewed elsewhere [17]. As discussed above, the potential for
hetero-oligomeric complex formation, which is a common prop-
erty of GPCR heteromers [23,25], might provide a basis for under-
standing intermolecular cross-talk mechanisms that subserve the
mutual influence of D2R and MOR during sustained pain.
Our present results are the first indication of a facilitatory phe-
nomenon of MOR-mediated modulation of nociceptive information
in the spinal dorsal horn by concurrent activation of D2R. Impor-
tantly, this facilitatory effect is found in the context of mutual,
bidirectional D2R/MOR interaction that is triggered by SNL. From
a pathophysiological point of view, these findings suggest that
the dopaminergic A11-spinal pathway may effectively potentiate
spinal MOR function and may thus be seen as a major, albeit as
yet relatively unexplored, contributor to antinociception during
sustained pain. Upregulation of both MOR and D2R to synaptic
sites suggests the possible involvement of intermolecular cross-
talk mechanisms subserving the mutual influence of D2R and
MOR. Finally, from a therapeutic stance, the data reveal a novel
mechanism of MOR regulation that holds the potential for reducing
MOR agonist doses and undesired side effects by simultaneously
targeting the spinal D2R while achieving improved antinocicep-
tion. Future studies are warranted to address safety issues of
D2R-active drugs as adjuvant therapy to opioids and the suitable-
ness of a spinal route of administration in the patient with pain.
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Development/Plasticity/Repair
Dopamine D1-like Receptors Regulate Constitutive,
!-Opioid Receptor-Mediated Repression of Use-Dependent
Synaptic Plasticity in Dorsal Horn Neurons: More Harm than
Good?
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The current study reports on a synapticmechanism throughwhichD1-like receptors (D1LRs)modulate spinal nociception andplasticity
by regulating activation of the!-opioid receptor (MOR).
D1LR stimulation with agonist SKF 38393 concentration-dependently depressed C-fiber-evoked potentials in rats receiving spinal
nerve ligation (SNL), but not inuninjured rats.DepressionwaspreventedbyMOR-but notGABA-receptor blockade.Neurons expressing
the D1 subtype were immunopositive for met-enkephalin and vesicular glutamate transporter VGLUT2, but not for GABAergic marker
vGAT.
Nerve ligation was followed by increased immunoreactivity for D1 in synaptic compartment (P3) in dorsal horn homogenates and
presynaptic met-enkephalin-containing boutons. SNL led to increased immunoreactivity for met-enkephalin in dorsal horn homoge-
nates, which was dose-dependently attenuated by selective D1LR antagonist SCH 23390. During blockade of either D1R or MOR, low-
frequency (0.2 or 3 Hz) stimulation (LFS) to the sciatic nerve induced long-term potentiation (LTP) of C-fiber-evoked potentials,
revealing a constituent role of both receptors in repressing afferent-induced synaptic plasticity. LFS consistently induced NMDA
receptor-dependent LTP in nerve-injured rats. The ability of MOR both to prevent LTP and to modulate mechanical and thermal pain
thresholds in behavioral tests was preserved in nerve-ligated rats that were postoperatively treatedwith SCH 23390. D1LRpriming for 30
min sufficed to disrupt MOR function in otherwise naive rats via a mechanism involving receptor overuse.
The current data support that, whereas D1LR-modulatedMOR activation is instrumental in antinociception and endogenous repres-
sion of synaptic plasticity, this mechanism deteriorates rapidly by sustained use, generating increased vulnerability to afferent input.
Key words: electrophysiology; immunocytochemistry; LTP; nerve injury; nociception; spinal cord
Introduction
The !-opioid receptor (MOR) is a major effector in endogenous
pain modulation, as well as the primary target of clinically used
opioid analgesics. The development of tolerance or decreased
responsiveness to MOR agonists following repeated treatments
poses a major limitation to the use of opioid analgesics for the
treatment of human chronic pain (Christie, 2008;Williams et al.,
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Significance Statement
The current study shows that dopamine D1-like receptors (D1LRs) and !-opioid receptors (MOR) in the spinal dorsal horn
constitutively repress the expression of synaptic long-term potentiation (LTP) of C-fiber-evoked potentials. Anatomical data are
provided supporting that the D1 subtype regulates MOR function bymodulating met-enkephalin release. Sustained neuropathic
pain induced by spinal nerve ligation is accompanied by D1R and met-enkephalin upregulation, acquired D1LR-mediated anti-
nociception, and a loss of endogenous repression of further synaptic plasticity. We show that the ability of MOR to oppose LTP is
rapidly impaired by sustained D1LR activation via a mechanism involving sustained MOR activation.
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2013). Although prolonged exposure to opioid drugs agonists is a
widely recognized determinant of tolerance, several lines of evi-
dence suggest that neuroplastic changes underlying central sen-
sitization also may negatively condition MOR function. For
instance, cellular signaling pathways underlying central sensitiza-
tion in dorsal horn neurons, such as those mediated by the
NMDAreceptor or protein kinaseC (PKC), have been implicated
in opioid tolerance (Mao, 1999; Mao and Mayer, 2001; Joseph
and Levine, 2010). In addition, prolonged use of opioid drugs has
been linked both to chronification of acute or sporadic pain
(Wilkinson et al., 2001; Bigal and Lipton, 2009) and opioid-
induced hyperalgesia (Chu et al., 2008; Hay et al., 2009).
A relatively unexplored mechanism impinging upon MOR
function is the activity of descending pathways during central
sensitization and sustained pain. Descending pathways exert
both facilitatory and inhibitory control over centripetal progres-
sion of nociceptive signals through the dorsal horn and are cur-
rently known to play a critical role in generating andmaintaining
pathologic pain in animal models (Kovelowski et al., 2000; Ossi-
pov et al., 2000; Burgess et al., 2002). Our recent work has shown
that plasticity of descending spinopetal noradrenergic, seroto-
nergic, and dopaminergic systems during sustained pain pro-
foundly alters spinal opioidergic neurotransmission (Aira et al.,
2012, 2014, 2015).
The dopamine receptor family comprises five distinct
G-protein-coupled receptors, viz. D1 through D5, that fall into
two classes on the basis of their biochemical and pharmacological
properties. Whereas D1-like receptors (D1LRs), including D1
and D5, activate the heterotrimeric proteins G!s and G!olf and
are positively coupled to activation of adenylyl cyclase (AC) and
protein kinase A (PKA), the members of the D2-like subfamily
(D2–D4) are linked to activation of G!i and G!o proteins and
are negatively coupled toAC andPKA (Neve et al., 2004; Beaulieu
andGainetdinov, 2011). All five receptors have been found in the
spinal cord (Dubois et al., 1986; Schambra et al., 1994; Yokoyama
et al., 1994; van Dijken et al., 1996; Levant and McCarson, 2001;
Zhao et al., 2007; Zhu et al., 2007; Charbit et al., 2009). Dop-
aminergic innervation of the spinal dorsal horn is provided by
diencephalo-spinal neurons originating in the hypothalamic A11
cell group (Ho¨kfelt et al., 1979; Skagerberg and Lindvall, 1985;
Qu et al., 2006; Barraud et al., 2010), and projections arising from
these neurons inhibit nociceptive transmission at the dorsal horn
level, mainly via D2 receptors (Fleetwood-Walker et al., 1988;
Tamae et al., 2005; Charbit et al., 2009; Lapirot et al., 2011; Tani-
guchi et al., 2011). Recently, we reported that dopaminergic
modulation of spinal nociception via receptors of the D2 subtype
is upregulated during sustained neuropathic pain, resulting in
dramatic enhancement of MOR-mediated antinociception (Aira
et al., 2014). Although data regarding a potential role of D1LRs in
modulating spinal nociception is scarce, the available evidence
suggests an involvement of the receptor in mechanisms related
with central sensitization rather than in direct modulation of
pain (Yang et al., 2005; Munro, 2007), and recent evidence sug-
gests that dopaminergic neurotransmission mediated by D1LRs
may critically participate in consolidation of neural plastic
changes triggered by inflammatory pain (Kim et al., 2015).
The current study was undertaken to explore the influence of
dopaminergic neurotransmission mediated by D1LRs in MOR
function in several distinct contexts of central nociception, in-
cluding afferent excitation by single noxious stimuli, synaptic
plasticity induced by repetitive noxious stimulation, and sus-
tained neuropathic pain following nerve injury.We used electro-
physiological techniques and behavioral assessment procedures
to evaluate MOR function, whereas neuroanatomical and quan-
titative aspects of receptor expression were addressed by using
confocal immunofluorescence and biochemical methods.
Materials andMethods
Animal experiments were performed according to the European Com-
munities Council Directive (86/609/ECC) on adultmale SpragueDawley
rats (250–350 g). The protocols for animal care andusewere approved by
the appropriate committee at the University of the Basque Country.
Spinal nerve ligation surgery. The left spinal L5 nerve root was ligated
under 4% chloral hydrate anesthesia (0.4 g/kg, i.p.), as previously de-
scribed by Kim and Chung (1992). After surgery, the animals were allo-
cated to individual cages to recover, with food and water available ad
libitum. Sham-operated animals received no nerve ligation, being other-
wise identically prepared and assessed. Successful nerve ligationwas con-
firmed by decreased mechanical paw withdrawal thresholds.
Electrophysiology. Procedures were performed under urethane anes-
thesia (1.5 g/kg, i.p.). A tracheotomywas performed tomaintain an open,
low-resistance airway, and cannulae were inserted into the left common
carotid artery and the right internal jugular vein for arterial blood pres-
sure monitoring (mean 80–100 mmHg) and continuous infusion of Ty-
rode’s solution (in mM: 137 NaCl, 2.7 KCl, 1.4 CaCl2, 1 MgCl2, 6
NaHCO3, 2.1 NaH2PO4, pH 7.4) at 0.8–1 ml/h, respectively. Colorectal
temperature was continuously monitored and euthermia (37°–38°C)
wasmaintained via a feedback-controlled underbody heating pad for the
duration of the experimental procedure. The left sciatic nerve was ex-
posed, gently freed from connective tissue, and placed onto platinum
hook electrodes for bipolar electrical stimulation. Bilateral dorsal lami-
nectomies were performed at vertebrae T13–L1, the vertebral column
was immobilized to a rigid frame, and the dura mater overlaying lumbo-
sacral spinal segments was carefully removed.
Electrophysiological setup was essentially as described previously (Az-
kue et al., 2003). Tungsten microelectrodes (5 M!) were placed into
laminae I–II (100–300"mdeep and 1mm lateral to the spinalmid-line).
The position of the tip of the recording electrode in the spinal cord was
marked with a small electrolytic lesion by delivery of an anodal current
through the recording electrode (50 "A anodal current for 10 s) and
histologically verified. Single monophasic, square-wave electrical pulses
were delivered as test stimuli to the sciatic nerve trunk at amidthigh level
on a per-minute basis bymeans of a current-controlled stimulus isolator,
and the elicited spinal field potentials were amplified (analog bandpass
set at 1–550 Hz), displayed on an oscilloscope, and digitized at 10 kS/s
and 12-bit resolution (PCI-MIO-16E acquisition card, National Instru-
ments). Field potentials were evoked in superficial laminae of the spinal
dorsal horn by suprathreshold, electrical C-fiber stimulation (3–3.5 mA
pulses of 0.5 ms duration) and quantified as described previously (Buesa
et al., 2006). Electrical stimulation of the sciatic nerve trunk did not
permit us to discern the relative contribution of cutaneous, muscle and
joint fibers to the recorded signals.
In experiments administering drugs via spinal superfusion (cf. below),
each drug concentration change lasted for 20 min, and only the last 10
evoked field potentials were extracted for analysis from the baseline con-
trol period and from each treatment period. The areas of field potentials
evoked during each treatment period were compared with those re-
corded during a control, artificial CSF (aCSF) superfusion period, by
using univariant ANOVA and post hoc Bonferroni’s or Tamhane’s
multiple-comparison tests.
In experiments aimed at inducing long-term potentiation (LTP) of
C-fiber-evoked field potentials, conditioning low-frequency stimulation
(LFS) consisted of two 30 s trains of 3 mA pulses of 1.5 ms duration at
either 0.2 or 3 Hz, 30 s apart.
Drug preparation and delivery. Drugs used included D-AP5 (NMDA
receptor antagonist), SCH 23390 (D1R antagonist), SKF 38393 (D1R
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agonist), [D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-enkephalin (DAMGO; MOR
agonist), D-Phe-c[Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen]-Thr-NH2 (CTOP;
MOR antagonist), and [R-(R,S)]-6-(5,6,7,8-Tetrahydro-6-methyl-1,
3-dioxolo[4,5-g]isoquinolin-5-yl)furo[3,4-e]-1,3-benzodioxol-8(6H)-
one (bicuculline; GABAA receptor antagonist), all six from Tocris Bio-
science. Stock solutions were obtained by diluting drug powder in
double-distilled water, and working solutions were prepared in aCSF (in
mM: 130 NaCl, 3.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 24 NaHCO3, 1.2 CaCl2, 1.2
MgSO4, 10 D-(!) glucose, pH 7.4) immediately before delivery. For
spinal administration, drugs were applied in small volumes (10–15 !l)
by controlled superfusion via a silicone, 40–50mm2 pool attached to the
dorsal surface of the spinal cord (Beck et al., 1995).
To measure the ability of D1LRs to modulate C-fiber-evoked spinal
field potentials, these were recorded during spinal superfusion with suc-
cessively increasing, cumulative concentrations of D1LR agonist SKF
38393. The effects of SKF 38393 on evoked potentials were D1LR-
specific, as confirmed by blockade with D1LR antagonist SCH 23390
(data not shown).
To evaluate the influence of!-opioid- or GABA-receptor blockade on
the effects of SKF 38393 on evoked field potentials, the agonist was ad-
ministered in combination with subthreshold concentrations of CTOP
(100 nM) or bicuculline, respectively. Antagonist concentrations were
selected on the basis of preliminary experiments.
For chronic blockade of D1LRs, SCH 23390 was administered intra-
peritoneally on a daily basis at either 0.5 or 0.05 mg/kg. Intraperitoneally
delivered SCH23390 could depress C-fiber-evoked spinal field potentials
(see Fig. 7), which served to confirm a spinal locus of action of SCH
23390 when using a systemic route of administration.
Subcellular fractionation of spinal cord tissue. Biochemical fraction-
ation of dorsal horn proteins was performed with minor variations ac-
cording to previous studies (Yang et al., 2009; Cao et al., 2011). Briefly,
rats were deeply anesthetized with sodium pentobarbital (50mg/kg, i.p.)
and killed by decapitation. L4–L5 segments were quickly extracted into
ice-cold aCSF. Tissuewas separated and homogenizedmechanically with
amotor-driven glass/glass tissue homogenizer in ice-cold lysis buffer (10
mM Tris, pH 7.6, 320 mM sucrose, 5 mM EDTA) containing protease
inhibitors (5 mM EGTA, 1 mM PMSF, 10 U/ml aprotinin, 0.0001% chy-
mostatin, 0.0001% leupeptin, and 0.0001%pepstatin). Dorsal horn sam-
ples ipsilateral and contralateral to surgery were taken and processed
separately. Homogenates were centrifuged at 1000 " g for 10 min to
remove cell nuclei (P1) from the low supernatant (S1). S1 was collected
and centrifuged at 10,000 " g during 15 min to separate a P2 pellet
containing the crude synaptosomal fraction and a cytoplasmic fraction
S2 with microsomes. The P2 pellet was incubated in the lysis buffer
containing 0.5% Triton and centrifuged at 32,000 " g for 20 min to
obtain the crude synaptic vesicle fraction (S3) and the final pellet con-
taining the synaptic fraction (P3). The latter was solubilized in resuspen-
sion buffer (10mMTris, pH 8.0, 1mMEDTA, 2%SDS). All fractionswere
stored at 80°C. We have shown previously that only P3 fraction is en-
riched with synaptic density proteins, such as postsynaptic density pro-
tein PSD-95 (Aira et al., 2013).
Western blot. BCA protein assay kit (Pierce) was used for determining
protein concentration. Identical amounts of protein (50 !g of spinal
cord subcellular fractions or 20 !g HEK293T cell membranes) were
loaded to SDS-PAGE using 8% or 10% running gels and transferred to
nitrocellulose membranes (GE Healthcare). After a blocking step with
5% nonfat milk in PBST for 1 h at room temperature, membranes were
incubated overnight at 4°C with primary antibody. We used an affinity-
purified goat polyclonal antibody against D1R (E-16; sc-31479 from
Santa Cruz Biotechnology) at 1:1000 and a rabbit polyclonal antibody to
met-enkephalin (Millipore) 1:1000 as primary antibodies. The goat poly-
clonal antibody to D1R was tested for band specificity and no cross-
reactivity with D5R (the other member of the D1R-like subfamily) in
samples from HEK293T cells transfected with either D1R-myc or D5R-
myc (cf. below). Antiserum specificity to met-enkephalin has been doc-
umented previously in KO mice (Chen et al., 2008). After incubation
with primary antibodies, membranes were washed three times in PBST
for 10 min and incubated with HRP-conjugated donkey anti-goat or
donkey anti-rabbit antisera (GEHealthcare) 1:5000 for 1 h at room tem-
perature. Thermo Fisher Scientific SuperSignal Chemiluminescent Sub-
strate was used to detect HRP on the blots. Spectrophotometry was used
to determine protein concentration in each sample, and the required
volume was then calculated to load the same amount of protein (50 !g)
to each lane. Reversible validated Ponceau staining was used to check
equal loading of gels (Aldridge et al., 2008; Romero-Calvo et al., 2010).
For quantitation, protein band densities were analyzed by using NIH
ImageJ software. The dorsal horn contralateral to surgery site in sham
condition was used as the reference to normalize protein band densities
in relative density analyses. Student’s t test was used for comparisons.
Immunofluorescence. Deeply anesthetized rats (sodium pentobarbital;
50 mg/kg, i.p.) were perfused transcardially with 250 ml of 0.9% saline
followed by 900 ml of 4% paraformaldehyde in phosphate buffer (PB;
0.1 M), pH 7.4. L4–L5 segments were removed, postfixed with 4% para-
formaldehyde in PB for 4 h, and then cryoprotected for 48 h with 30%
sucrose in PBS at 4°C. Coronal, 40-!m-thick cryotome sections were
serially collected in PBS and preincubated with 1% bovine serum
albumin (Sigma-Aldrich) and 1% normal serum (1 h at RT).
Paraformaldehyde-fixed spinal cord tissue fromwild-type andD1 recep-
tor knock-out (D1R#/#) mice (Xu et al., 1994) was sectioned in the
coronal plane and identically processed throughout as the tissue sections
from rat spinal cord. Five primary antibodies were used in triple immu-
nofluorescence experiments, namely rabbit and goat polyclonals to D1R
and met-enkephalin as above (at 1:1000 and 1:500, respectively), mouse
monoclonals to synaptophysin or vGAT (at 1:1000 or 1:500, respectively;
from Sigma-Aldrich and Synaptic Systems, respectively), and a poly-
clonal antibody raised in guinea pig against vesicular glutamate trans-
porter VGLUT2 (at 1:1000; Synaptic Systems). After preincubationswith
normal serum of species other than those in which the secondary
antibodies were raised, sections were sequentially incubated with Cy5
650-conjugated donkey anti-rabbit, Dylight 549-conjugated donkey
anti-mouse, and AlexaFluor 488-conjugated donkey anti-goat fluores-
cent antibodies (1:200; Jackson ImmunoResearch) and mounted in
Mowiol (Vector Laboratories).
Paraformaldehyde-fixed HEK293T cells (either D1R-myc or D5R-
myc transfected) were treated with blocking buffer (0.066% saponin,
0.22% gelatin in PBS, 1% bovine serum albumin, 1% normal donkey
serum) for 1 h at RT, followed by incubation at 4°C with primary anti-
bodies diluted in blocking buffer: mouse monoclonal against c-myc (1:
1000; clone 9E10, Covance) combined with either goat polyclonal E-16
antibody against D1R (1:500; Santa Cruz Biotechnology) or goat poly-
clonal R-18 antibody against D5R (1:500; Santa Cruz Biotechnology;
sc-1441). Thereafter, cells were incubated for 1 h at RT in fluorescent-
conjugated secondary antibodies DyLight 549 donkey anti-mouse
F(ab$)2 fragment (1:400; Jackson ImmunoResearch) andAlexaFluor 488
donkey anti-goat IgG (1:400; Invitrogen). After extensive washing with
PBS containing 0.22% gelatin and counterstaining with Hoechst 333428
(Sigma-Aldrich) culture coverslips were mounted in Mowiol. Immuno-
labeled sections and HEK293T cells were viewed in a Fluoview FV500
Olympus confocal microscope, and digital photomicrographs were ac-
quired sequentially to avoid overlapping of fluorescent emission spectra.
NIH ImageJ software (Intensity Correlation plug-in; Li et al., 2004) was
used to adjust brightness and contrast, to obtain image colocalization
overlays, as well as to perform pixel-wise intensity correlation-based
analyses of confocal photomicrographs. Pearson’s correlation coefficient
and Fisher’s exact test were used to determine and contrast colocalization
values, respectively.
HEK293T cell culture and transfection.Human embryonic kidney 293T
(HEK293T) cells obtained from the American Type Culture Collection
(ATCC; CRL-3216) were maintained in DMEM (ATCC, 30-2002), sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich) and antibiotics
(100U/ml penicillin and 100!g/ml streptomycin; Invitrogen, Life Tech-
nologies). Before transfection, cells were plated onto poly-D-lysine-
coated 18 mm glass coverslips (for fluorescence microscopy) or 60 mm
culture dishes (for Western blot analysis). When approaching 50–60%
confluence, the cells were transfected with pCMV6 plasmid (Origene)
carrying the coding sequence of C-terminal myc-tagged rat D1R or D5R
(1 !g DNA/cm2) using Xfect Transfection Reagent (Clontech, 631317)
according to the manufacturer’s guidelines. Forty-eight hours after
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transfection, cells were either fixed for 10 min
at RT 4% phosphate-buffered paraformalde-
hyde and processed for immunofluorescence,
or harvested in ice-cold 750 !l hypotonic buf-
fer (5 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1 mM MgCl2, 0.5
mM phenylmethylsulfonylfluoride, 50 !M io-
doacetamide) for Western blot analysis. The
cell suspension was homogenized by passage
through 20 and 21 gauge needles, and then
mixed with an equal volume of the same buffer
containing 0, 64 M sucrose and centrifuged at
1000 ! g during 5 min to remove cell nuclei
and unbroken cells (P1) from the low superna-
tant (S1). S1was then collected and centrifuged
at 37,000 ! g during 15 min to obtain a P2
pellet enriched in plasma membrane, which
was subjected to denaturation and Western
blot analysis.
D1R antibody specificity tests. Specificity tests
for the goat polyclonal E-16 antibody to D1R
were performed in spinal cord sections from
mice deficient in D1R, as well as in HEK293T
cells transfected with either D1R-myc or D5R-
myc. Sections of paraformaldehyde-fixed
spinal cord tissue from wild-type and D1R"/"
mice were obtained and immunostained as de-
scribed above. Immunoreactivity for D1R was
found throughout the dorsal horn of wild-type
mice, including but not limited to superficial
laminae, whereas immunopositive signal was
virtually undetectable in spinal cord sections
fromD1R"/"mice. This result supported that
the antibody could selectively recognize the D1
receptor in paraformaldehyde-fixed tissue
(Fig. 1).
Additional tests were performed to discard
cross-reactivity with D5R in either immunofluorescence orWestern blot
analyses. In HEK293T cells cultured and transfected as described above,
immunofluorescence for c-myc was detected in every D1R- and D5R-
immunopositive cell, respectively, but not in nontransfected cells.
Colocalization of the immunofluorescence signals was virtually com-
plete, showing that both antibodies recognized the same protein pool.
In addition, neither D5R- nor D1R-immunoreactivity was detected in
D1R-myc and D5R-myc-expressing cells, respectively, demonstrating
that there was no cross-reactivity between D5R protein and the
D1R-specific antibody or between D1R protein and the D5R-specific
antibody. Consistent with these results, no D1R- or D5R-
immunoreactive bands in membranes prepared from nontransfected
HEK293T cells, whereas antibodies to D1R or D5R produced immu-
nopositive bands only inmembranes from cells transfected with D1R-
myc or D5R-myc, respectively. Western blot against c-myc revealed
that recombinant D1R-myc migrated slightly below D5R-myc, con-
sistent with the calculated mass difference of 3.7 kDa. The results thus
supported that the antibody selectively recognized the D1 receptor
with no cross-reactivity to D5R, the other member of the D1LR
subfamily.
Behavioral assessment. For mechanical pain threshold evaluation, we
determined 50%mechanical pawwithdrawal thresholds for the left hind-
paw to plantar stimulation with von Frey monofilaments (North Coast
Medical) according to an up–down algorithm (Chaplan et al., 1994).We
assessed thermal pain thresholds on a hotplate device (WPI; Alma´si et al.,
2003). Briefly, rats were placed in a Plexiglas chamber on the plate at 30°C
for 5 min for habituation, and plate temperature was raised at a rate of
6°C/min until the animal exhibited paw licking or withdrawal behaviors
(cutoff temperature 50°C). The heat pain threshold was calculated as the
mean temperature eliciting response from two repeated procedures, 30
min apart. The evaluator was blind to received treatments. Nonparamet-
ric Kruskal–Wallis one-way ANOVA andMann–Whitney rank test were
used to compare thresholds with those before surgery and across time
points (SPSS, v15.0).
Results
D1LRs depress dorsal horn excitability after nerve injury
via MOR
To evaluate the ability of the spinal D1R to modulate peripheral
noxious input to dorsal horn neurons, we first recorded C-fiber-
evoked field potentials in superficial layers of the dorsal horn
during spinal superfusionwithD1LR agonist SKF 38393. Admin-
istration of the drug failed to alter evoked potentials in uninjured
rats (Fig. 2). In nerve-injured rats, however, SKF 38393 signifi-
cantly and concentration-dependently decreased evoked poten-
tials. Reduction was statistically significant at 1 !M drug
concentration (48.18# 0.26% reduction; p$ 0.01; n% 6).
Recent reports have shown interactions of dopaminergic neu-
rotransmission with opioid analgesia (Becker et al., 2001; Aira et
al., 2014; Brewer et al., 2014). Here, we explored whether the
D1LR-mediated modulation of evoked potentials involved
activation of the spinal MOR. Coadministration of the selective
MOR antagonist CTOP at subthreshold concentration (100 nM),
ie, one not altering evoked potentials per se, completely blocked
depression of evoked potentials by 1 !M SKF 38393 (Fig. 2). In
contrast, SKF 38393-induced depression was unaffected by
GABA receptor antagonist bicuculline (100 nM; 45.89 # 0.19%
reduction; p$ 0.01; n% 6).
D1R is expressed in glutamatergic, met-enkephalin-
containing neurons
The endogenous peptide met-enkephalin is abundantly ex-
pressed in the spinal dorsal horn (Todd and Spike, 1992; Mar-
Figure 1. D1R antibody specificity assays. A, B, Immunofluorescence for D1R in the spinal dorsal horns of wild-type and
D1R"/" mice. The superposed lines indicate the boundaries of the spinal gray matter. Scale bar, 200 !m. C, Double-
immunofluorescence by combining amousemonoclonal antibody against the c-myc epitope (red)with goat polyclonal antibodies
against D1RorD5R (green) inHEK293T cells, transiently transfectedwith a plasmid encoding for eithermyc-tagged rat D1RorD5R.
Scale bar, 20!m. D, Western blot analysis of membrane preparations from untransfected, D1R-myc transfected, and D5R-myc
transfected HEK293T cells using the same antibodies as for immunofluorescence.
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vizo´n et al., 2009) and presents high affinity forMOR (Delfs et al.,
1994; Raynor et al., 1994; Fields, 2004). Based on prior evidence
that presynaptic D1R can facilitate neurotransmitter release in
the CNS (Cameron and Williams, 1993), we hypothesized that
upregulation of D1R might occur in dorsal horn neurons con-
taining met-enkephalin. In addition, available evidence suggests
that both glutamatergic and GABAergic neurons in the dorsal
horn may contain met-enkephalin (Todd and Spike, 1992; Todd
et al., 2003; Marvizo´n et al., 2007, 2009). By using confocal triple
immunofluorescence we found that D1R was expressed in met-
enkephalin-containing neurons in the dorsal horn also express-
ing the vesicular glutamate transportedVGLUT2 (Fig. 3), but not
in neurons containing vGAT, a marker for GABAergic synapses.
Spinal nerve ligation triggers presynaptic upregulation of
D1R inmet-enkephalin-containing boutons
There is previous evidence that dopamine-enriched contextsmay
favor D1R expression (Aubert et al., 2005), and that the release of
dopamine in the spinal dorsal horn is indeed increased in patho-
logic pain (Gao et al., 2001). We assessed whether changes in the
modulatory profile of D1R as shown above were accompanied by
increased expression of the receptor in dorsal horn neurons. To
this end, we assessedD1R expression in dorsal horn homogenates
extracted from nerve-injured rats 9 d after surgery.Western blots
showed an increase in D1R-like immunoreactivity in synaptic
fraction (P3) on the injury side, but not in cytoplasmic fraction
(S2) on either side. Relative density analysis quantified such in-
crease as over fourfold relative to immunoreactivity in P3 frac-
tion ipsilateral to injury in sham-operated rats (p ! 0.01,
Student’s t test; Fig. 4).
By using confocal triple immunofluorescencemicroscopy and
synaptophysin as presynaptic marker, we found that presynaptic
densities immunopositive to met-enkephalin became highly en-
riched in D1R after spinal nerve ligation (SNL; Fig. 2). Compar-
isons of pixel-wise correlations by using the Fisher’ exact test
confirmed statistically higher correlation levels in nerve-injured
rats relative to sham-operated rats (Rr 0.73 vs 0.02; z"#75.72,
p! 0.01).
Sustained, endogenous activation of D1R following SNL
increases met-enkephalin levels in the dorsal horn
We performed Western blots on homogenates of dorsal horns
extracted from nerve-injured and sham-operated rats 9 d after
surgery. We found a dramatic increase in met-enkephalin-like
immunoreactivity in the homogenates from nerve-injured rats
compared with those from sham-operated controls. As assessed
by density analysis, such increase was statistically significant (p!
0.01, Student’s t test; Fig. 5).
Figure 2. D1R-mediated depression of C-fiber-evoked spinal field potentials after SNL is
mediatedbyMOR.Meanareasof C-fiber-evokedpotentials are shownduring spinal superfusion
with increasing, cumulative concentrations of D1R agonist SKF 38393 either alone or in combi-
nationwith subthreshold concentrationsof!-opioid antagonist CTOPorbicuculline. SKF38393
effectively depresses evoked potentials in nerve-injured but not sham-operated rats. D1R-
mediated depression is blocked by coadministration of CTOP but not by that of bicuculline.
Asterisks indicate statistical significance at p! 0.01 using the post hoc Bonferroni test follow-
ing one-way ANOVA, when comparing field potential magnitudes during drug administration
to baseline control potentials before drug delivery (n" 6 each group; error bars indicate SEM).
For clarity, only the earliest statistically significant effects are labeled. Representative record-
ings shown at the top, gray traces representing baseline potentials, illustrate the effect of 1!M
SKF 38393 on C-fiber-evoked field potentials in the absence (a) or presence (b) of 100 nM CTOP
(scale, 50 ms and 200 mV; horizontal bar indicates C-fiber latency).
Figure 3. Coexpression of D1R and met-enkephalin occurs in putative glutamatergic, but
not GABAergic neurons in superficial laminae of the dorsal horn. Triple immunofluorescent
labelings in lumbar histological sections are shown, revealing colocalization of D1R in enkepha-
linergic neurons also containing the vesicular glutamate transporter VGLUT2, a glutamatergic
neuron marker, but not in neurons containing vGAT, a marker of GABAergic terminals. Triple
merge channel is shown as white. Insets in low-power micrographs and diagrams at the top
indicate the locations of high-power micrographs. Scale bar, 10!m.
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We next sought to determine whether sustained D1LR activa-
tion was required for augmentingmet-enkephalin-like immuno-
reactivity. To this end, we blocked D1LRs by administering daily
intraperitoneal injections of the selective D1LR antagonist SCH
23390 during the next 9 d following nerve injury at either 0.5 or
0.05 mg/kg in separate groups. We found that chronic D1LR
blockade, but not vehicle administration (isotonic saline), dose-
dependently attenuated the increase in met-enkephalin-like im-
munoreactivity that ensued after nerve injury. As assessed by
density analysis, such attenuation was statistically significant af-
ter SCH 23390 treatment at either dose compared with immuno-
reactivity level in nerve-injured, vehicle-treated rats (p ! 0.01,
Student’s t test; Fig. 5).
D1LR-regulated recruitment of MOR constitutively represses
afferent-induced synaptic plasticity
We applied low-frequency electrical pulses to the sciatic nerve at
either 0.2 or 3 Hz as conditioning input. Both stimulation pat-
terns failed to condition subsequently evoked potentials in naive
rats (Fig. 6). However, whenever the spinal MOR system was
blocked pharmacologically with CTOP (100 nM), conditioning
stimulation at either frequency consistently induced synaptic
LTP of C-fiber-evoked dorsal horn potentials (78.11 " 0.53%
increase; p! 0.01 relative to baseline; Fig. 6). The occurrence of
LTP thus exposed a constitutive role of the spinalMOR system in
repressing afferent activity-dependent synaptic plasticity in dor-
sal horn neurons. In subsequent experiments, the ability of con-
ditioning LFS to induce LTPwas used as an end-pointmeasure of
this repressing function of MOR.
In analogous experiments we blocked the spinal D1LRs in-
stead of MOR. We found that LTP consistently ensued after LFS
duringD1LR blockadewith SCH23390 (58.42" 0.39% increase;
p ! 0.01; Fig. 6), thus also implicating D1LRs in endogenous
mechanisms constitutively repressing use-dependent synaptic
plasticity. If D1LRs operate here by regulating the release of en-
dogenous MOR ligand, as supported by the above anatomical
and pharmacological data, then blockingD1LR activation should
prevent endogenous recruitment of MOR, but not necessarily
MOR activation by an exogenous agonist. To test for this, we
applied the highly selective MOR agonist DAMGO by spinal su-
perfusion (100!M) 2min before LFS, during concomitant D1LR
Figure 4. Presynaptic upregulation of D1R andmet-enkephalin following spinal nerve liga-
tion. A, Western blot of dorsal horn homogenates from nerve-injured and sham-operated rats
show increased presence of D1R-like immunoreactivity in synaptic compartment (P3) of the
4
dorsal horn on the injury side. Ponceau stainingwas used to confirmequal protein loading. Bars
show image analysis-based D1R band density quantitation normalized to P3 from uninjured
rats. Asterisks indicate statistical significance at p! 0.01 using Student’s t test. Error bars
indicate SEM. B, Confocal micrographs of the dorsal horns from sham-operated and nerve-
ligated rats showing immunoreactivities for D1R (red channel),met-enkephalin (blue channel),
and presynaptic marker synaptophysin (green channel). Insets in low-magnification micro-
graphs at the top row in each condition indicate the locations of high-power (scale bar, 5!m)
micrographs below. The most conspicuous change following experimental nerve injury was a
dramatic increase in triple colocalization from a virtually null level in sham condition. Solid
boxes in the dorsal horn drawing indicate typical sites from which micrographs were taken for
analysis. Bar diagrams represent intensity correlation-based analyses in confocal triple-labeled
tissue photomicrographs, using the Pearson correlation coefficient as a measure of pixel-wise
colocalization. SNL was followed by a significant increase in intensity correlation coefficients
denoting colocalization of D1R, met-enkephalin and synaptophysin (**p! 0.01, Fisher exact
test relative to sham condition). A tentative interpretation of findings is summarized schemat-
ically. Although D1R expressed in presumed glutamatergic, met-enkephalin-containing bou-
tons is virtually absent from presynaptic active sites in the basal condition, both D1R and
met-enkephalin are upregulated to presynaptic specializations following nerve injury. Color
codes for presynaptic density, met-enkephalin, and D1R are consistent with immunofluores-
cence channels. Descending dopaminergic volume transmission (DA) presumably arising from
the A11 region is represented as a dopaminergic varicosity.
5666 • J. Neurosci., May 18, 2016 • 36(20):5661–5673 Aira et al. • D1R-Mediated Regulation of MOR Function
blockade with SCH 23390. In confirmation of the above view, we
found that DAMGO effectively activated the MOR regardless of
D1LR blockade, indeed preventing LTP (Fig. 6).
Sustained D1LR activation following spinal nerve injury
impairs the ability of MOR to repress synaptic plasticity
We sought to determine whether the ability of the spinalMOR to
repress afferent-induced synaptic plasticity was preserved during
established central sensitization and sustained pain after periph-
eral nerve injury. To investigate for this, the occurrence of LTP
after conditioning LFS was assessed in rats that had been sub-
jected to SNL 9 d before. We found that LFS at either 0.2 or 3 Hz
consistently induced LTP of C-fiber-evoked potentials (by
54.12! 0.51%or 68.89! 0.39%, respectively; both p" 0.01, n#
6; Fig. 7A). Moreover, we found that LTP was effectively pre-
vented by spinal superfusionwith theNMDAreceptor antagonist
D-AP5 (100 !M).
If sustained activation of D1LRs following SNL was responsi-
ble for impairing the ability ofMOR to prevent LTP, then keeping
D1LRs blocked after injury should predictably preserve MOR
function. This issue was addressed by attempting LTP induction
9 d after SNL in rats that had received daily intraperitoneal injec-
tions of D1LR antagonist SCH 23390 at either 0.05 mg/kg or 0.5
mg/kg. In addition, the effect of the same antagonist doses on
phasic activation of D1LRs during LTP induction, ie, in the ab-
sence of prior daily administration, was evaluated in non-injured
rats by administering the drug 20 min before LFS. In uninjured
rats, we found that an acute injection of SCH23390 at 0.05mg/kg
before LFS, ie, a dose effectively preventing met-enkephalin up-
regulation in dorsal horn neurons (compare Fig. 5), failed to
block phasic activation of D1LRs, thereby permitting LTP to oc-
cur (Fig. 7B). In contrast, LTP was prevented by the antagonist
only at the higher dose (0.5 mg/kg). These findings showed that a
higher antagonist dose was required to block phasic D1LR acti-
vation during LTP induction than to prevent sustained activation
leading tomet-enkephalin upregulation following SNL. In nerve-
injured rats chronically treated with SCH 23390, we found that
the ability of the MOR to repress afferent-induced plasticity was
fully preserved by using the drug at 0.05 mg/kg, ie, at the dose
effectively blocking met-enkephalin upregulation but not pre-
venting phasic activation of D1LRs during LTP induction (Fig.
7B). A mild but statistically significant potentiation (26.79 !
0.50%, p " 0.01, n # 6; Fig. 5) after LFS was found in nerve-
ligated rats that had been treated with higher dose of SCH 23390
(0.5 mg/kg), presumably by effect of blockade of phasic D1LR
activation during application of the conditioning LFS.
Figure 5. D1LRs are responsible for upregulation ofmet-enkephalin after SNL.Western blot
of dorsal horn homogenates shows increased immunoreactivity for met-enkephalin in nerve-
injured rats compared with sham-operated ones, as well as the effect of postoperative treat-
ment with D1LR antagonist SCH 23390 during the next 9 d following injury. Ponceau staining
was used to confirm equal protein loading. Image-based quantitation of the immunoreactive
bands normalized to band density in the sham condition reveal a more than fourfold increase
after SNL. Met-enkephalin upregulation is significantly and dose-dependently attenuated by
SCH 23390 treatment. Asterisks indicate statistical significance at p" 0.01 using Student’s t
test. Error bars indicate SEM.
Figure 6. Conditioning LFS induces LTP during blockade of either D1LRs or MOR. Areas of C
fiber-evoked field potentials in the spinal dorsal horn are plotted against time prior and after
application of conditioning stimulation in the form of two 30 s trains of 3 mA, 1.5 ms duration
pulses administered at low-frequency (either 0.2 or 3 Hz), 30 s apart. The time axis is labeled
relative to the time-point of conditioning stimulation. Conditioning stimulation at 3Hz induced
LTP of C-fiber-evoked potentials in the presence of either MOR- or D1LR antagonist drugs CTOP
or SCH23390, respectively,whereas no change in evokedpotentials occurred after conditioning
stimulation at either frequency during spinal superfusion with vehicle (aCSF). In rats receiving
spinal superfusion with SCH 23390, acute DAMGO administration starting 2 min before LFS
prevented the occurrence of LTP. Asterisks indicate statistically significant increase ( p" 0.01)
in evoked potentials comparedwith baseline recordings before conditioning stimulation, using
the post hocBonferroni test following one-way ANOVA (n# 6 in each experimental condition).
For clarity, only the first significantly increased potentials are labeled with asterisks. Individual
field potentials from representative experiments using CTOP (a) or SCH 23390 (b) are shown
above the plot. Error bars indicate SEM.
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In addition, we sought to ascertain whether abolishing sus-
tained synaptic activation of D1LRs after nerve injury would also
preserve MOR responsiveness to exogenous activation by an ag-
onist drug. To this end, in nerve-injured rats chronically treated
with SCH 23390 we assessed the ability of acutely administered
DAMGO (100 !M, via spinal superfusion) starting just before
conditioning stimulation to prevent the induction of LTP. We
found that DAMGO effectively prevented LTP in SCH 23390-
treated rats (0.5 mg/kg, i.p.) but not in vehicle-treated rats
(38.05! 0.46% increase, relative to before LFS; p" 0.01, n# 6;
Fig. 7).
Enhanced synaptic activation of D1LRs following SNL
impairs MOR-mediated behavioral thermal andmechanical
analgesia
To better understand how upregulation of D1LRs following SNL
affects MOR antinociception, we evaluated the ability of an acute
administration of DAMGO (1.5mg/kg, i.p.) to relieve behavioral
thermal and mechanical nociception 9 d after surgery in con-
scious, nerve-injured rats. Injured rats treated both chronically
and acutely with vehicle (isotonic saline) exhibited marked me-
chanical and thermal allodynia at the side of injury, as shown by
dramatic decrease in paw withdrawal thresholds both to plantar
stimulation with von Frey monofilaments and thermal simula-
tion in the hot plate test (mechanical threshold of 2.13! 0.30 g vs
10.83 ! 0.40 g in sham-operated rats, and thermal threshold of
39.09! 0.27°C vs 48.13! 0.31°C in the sham condition; p" 0.01
in both contrasts, Student’s t test, n# 6). In these rats, DAMGO
produced a statistically significant (4.91 ! 0.42 g mechanical
threshold vs 2.13! 0.30 g before DAMGO, and 42.48! 0.23°C
thermal threshold vs 39.09! 0.27°C beforeDAMGO; p" 0.01 in
both contrasts, Student’s t test, n# 6) but only partial reversal of
thermal andmechanical thresholds (Fig. 8). In contrast, in nerve-
injured rats that were chronically treated with SCH 23390, an
acute injection of DAMGO effectively increased mechanical
thresholds to a level close to that measured in sham-operated
Figure 7. D1LRs are responsible for the loss of endogenous repression of synaptic plasticity
after SNL. A, In rats subjected to SNL 9 d before, conditioning LFS induces NMDA receptor-
dependent LTP of C-fiber-evoked potentials. The time course of changes induced by condition-
ing stimulation is shown and two examples of enhanced potentials from representative
experiments are provided (gray traces correspond to control baseline recordings). B, Postoper-
ative blockade of D1LR activity after SNL by daily intraperitoneal injections of SCH 23390 pre-
serves the ability of endogenous repression of LTP. The phenomenon is best exemplified by
nerve-ligated rats (left graph) that had received 0.05 mg/kg SCH 23390 chronically, in which
phasic activationofD1LRswashoweverunaffected. Thegraphon the right represents data from
experiments innaive rats, demonstrating that phasic activationofD1LRs to repress LFS-induced
LTP is blocked by SCH 23390 only at 0.5 mg/kg but not at 0.05 mg/kg dose. C, Acute activation
ofMORbyadditionofDAMGO to the spinal superfusate 2minbefore LFSprevents LTP formation
only in rats in which sustained D1R activation after SNL has been prevented by daily postoper-
ative injections of SCH23390. In all four graphs, asterisks denote statistically significant increase
ofmean potential areas ( p" 0.01) comparedwith potentials from the baseline control period
before LFS, using the post hoc Bonferroni test following one-way ANOVA. Only the first signifi-
cantly increased potentials have been labeled with asterisks. Error bars in all graphs indicate
SEM.
Figure 8. Thermal and mechanical MOR antinociception after SNL is preserved by D1LR
blockade. Heat pain thresholds assessed in the hot plate test and the 50% paw withdrawal
threshold to a staticmechanical stimuluswith von Freymonofilaments are shown9d after SNL.
Thermal and mechanical thresholds, both of which are significantly lowered after SNL on the
injury side 9 d after surgery, are significantly but only partially reversed by acute administration
of DAMGO (i.p.) before behavioral evaluation. However, DAMGO dramatically raises both ther-
mal and mechanical thresholds to near-normal levels in rats that have been treated with SCH
23390 but not with vehicle (isotonic saline) on a daily basis. Asterisks indicate statistical signif-
icance ( p" 0.01) at comparisons using the Student’s t test. Error bars indicate SEM.
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animals (9.49 ! 0.43 g, p " 0.01, Student’s t test vs before
DAMGO), and thermal thresholds were fully restored to those
measured in sham-operated animals (47.52! 0.35°C; p" 0.01,
Student’s t test vs before DAMGO, and p # 0.07 vs sham-
operated controls). The increases in thermal and mechanical
thresholds after DAMGO administration were significantly
higher in SCH 23390-treated rats than in those receiving only
vehicle as chronic treatment (p " 0.01, Student’s t test between
treatment conditions in both sensory modalities).
Rapid impairment of MOR function following
D1LR activation
To gain insight into the timing of functional MOR impair-
ment after the onset of sustained D1LR activation, we primed
D1LRs in the spinal dorsal horn by superfusion with SKF
38393 (100 !M) in naive rats, before applying conditioning
LFS. The results showed that priming D1LRs for 30 min was
sufficient to impair the ability of theMOR to prevent LTP after
conditioning, low-frequency input (53.02 ! 0.51%, p" 0.01,
n# 6; Fig. 9). In separate experiments we found that simulta-
neous blockade of MOR with CTOP (10 !M; intensively
washed out for 5 min before LFS) during D1LR priming suc-
cessfully preserved the ability of MOR to prevent LTP, sug-
gesting that the functional impairment of MOR secondary to
D1LR priming was due to sustained MOR activation.
Discussion
D1LRs depress spinal excitability via MOR
The current study shows that D1LRs depress evoked excitation of
dorsal horn neurons, adding to previous evidence supporting
general antinociceptive actions of dopamine at the dorsal horn
(Tamae et al., 2005; Taniguchi et al., 2011). D1LR-mediated
modulation became operative in the nerve-injured condition,
which was consistent with the failure of D1R to modulate me-
chanical nociceptive thresholds or evoked responses to acute
C-fiber input in naive animals (Tamae et al., 2005; Yang et al.,
2005), as well as with the reported attenuation of nociceptive
behaviors by D1LR agonists only in the second phase of the for-
malin test in rats andmice (Zarrindast et al., 1999;Munro, 2007).
Considering that D1LRs can attenuate neuronal excitation by
enhancing opioid- or GABA-mediated inhibition (Schoffelmeer
et al., 2000; Mango et al., 2014), we assessed the ability of D1LRs
to depress evoked potentials in the presence of drugs reducing
endogenous activation of!-opioid or GABA receptors. Blockade
of the !-opioid, but not GABA receptor, abolished the depres-
sion of evoked potentials induced by D1LRs in nerve-ligated rats,
suggesting an intervening role for endogenous activation of the
MOR.
Dopamine D1 and D2 receptor families both have been im-
plicated in heterosynaptic regulation of neurotransmitter release
(Tritsch and Sabatini, 2012), and there is evidence supporting
heterosynaptic facilitation via D1LRs (Cameron and Williams,
1993; Trudeau et al., 1996; Chen and Regehr, 1997). We hypoth-
esized that dopaminergic input to the dorsal horn may interact
with the MOR by intermediation of enkephalinergic terminals,
because enkephalins are major opioid ligands in the spinal dorsal
horn (Marvizo´n et al., 2009;Huang et al., 2010), with high affinity
forMOR (Delfs et al., 1994; Raynor et al., 1994; Fields, 2004) and
enkephalin andD1LRs both are present in the dorsal horn (Todd
and Spike, 1992; Zhu et al., 2007). We found that D1R and met-
enkephalin colocalized with presynaptic marker synaptophysin,
supporting D1R expression in presynaptic enkephalinergic bou-
tons. The absence of D1R and met-enkephalin in GABAergic
neurons was consistent with the observed lack of physiological
interaction ofD1LRswithGABA receptors. Enkephalin is present
in intrinsic excitatory and GABAergic neurons in the dorsal horn
(Todd and Spike, 1992, Todd et al., 2003; Marvizo´n et al., 2007,
2009; Huang et al., 2010), rather than in afferent C-fibers (Mar-
vizo´n et al., 2009). Our present confocal immunofluorescence
data reveal the presence of D1R and met-enkephalin in neurons
immunopositive for vesicular glutamate transporter VGLUT2, a
marker of glutamatergic neurons, but not in those containing
vGAT, a marker of GABAergic terminals. Probable postsynaptic
targets of enkephalinergic terminals may include primary affer-
ent terminals (Mansour et al., 1994, 1995; Ji et al., 1995; Li et al.,
1998) or excitatory interneurons in the dorsal horn (Arvidsson et
al., 1995; Kemp et al., 1996).
Because SCH 23390 targets both D1 and D5 receptor sub-
types, the observed depressing action of the drug did not permit
us to discriminate their relative contribution. In situ hybridiza-
tion signal forD5R is indeed reportedly present in the dorsal horn
(Zhu et al., 2007), and recent evidence suggests that D5R might
contribute to sustained pain (Kim et al., 2015). Nonetheless,
althoughwe cannot rule out a contribution ofD5 toD1LR–MOR
interaction, we present evidence that the polyclonal antibody to
D1R used here selectively recognized the D1 subtype, providing
strong support for the involvement of D1R in the plasticity phe-
nomena revealed by immunocytochemical and Western blot
data.
Upregulation of D1LRs increases met-enkephalin availability
We show here that SNL triggers changes in the expression and
subcellular organization of D1R and met-enkephalin. We found
an increase in D1R-like immunoreactivity in synaptic fraction
(P3) in dorsal horn homogenates from nerve-injured rats, which
confocal immunofluorescence located to presynaptic active
zones inmet-enkephalin-containing neurons (Fig. 4). A probable
Figure 9. Rapid MOR dysfunction following sustained D1LR activation. Priming D1LRs with
SKF 38393 for 30 min before conditioning stimulation suffices to impair endogenous, MOR-
mediated repression of LTP. Blocking MOR activation (CTOP, intensively washed out for 5 min
before LFS) during D1LR priming preserves the ability of MOR to prevent the occurrence of LTP.
Asterisks indicate statistical significance ( p" 0.01)when field potential magnitudes prior and
after conditioning stimulation are compared using the post hoc Bonferroni test following one-
way ANOVA (n# 6 in each experimental condition; error bars# SEM). For clarity, only the
earliest statistically significant effects are labeled with asterisks.
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underlying mechanism may be a rise in spinal dopamine release
following SNL analogous to that observed after intraplantar car-
rageenan injections (Gao et al., 2001), because D1R responds to
prolonged exposure to dopamine by rapid recycling with high
rates of repositioning to the cell membrane (Ariano et al., 1997;
Bartlett et al., 2005).
We found an over fourfold increase in immunoreactivity for
met-enkephalin after SNL, in keeping with observations in dif-
ferent models of experimental pain (Sommer and Myers, 1995;
Calza` et al., 1998; Hossaini et al., 2014). Increased release of met-
enkephalin and sustainedMOR activation (Buesa et al., 2008) are
conceivably compensatory changes for increased nociceptive in-
put. Attenuation of met-enkephalin upregulation as shown here
by postoperative blockade of D1LRs demonstrates that dopami-
nergic input to the dorsal horn is instrumental in sustaining in-
creased MOR activity.
D1LRs regulate the threshold for synaptic plasticity
Conditioning LFS consistently induced synaptic LTP of C-fiber-
evoked dorsal horn potentials in rats subjected toMORblockade,
but not in untreated rats, unmasking a constitutive role of MOR
in repressing afferent-induced central plasticity. LTP at dorsal
horn synapses is considered as a major substrate of hyperalgesia
and central sensitization in the pain signaling pathway to the
brain (Ji et al., 2003; Sandku¨hler, 2007; Sandku¨hler and Gruber-
Schoffnegger, 2012). These findings suggest that theMORmaybe
recruited endogenously by repetitive afferent input rather than
by single, acute stimuli, in line with previous observations that
the MOR specifically represses the wind-up response to repeated
noxious input (Guan et al., 2006) and interferes with the induc-
tionmechanisms of LTP following afferent high-frequency stim-
ulation in the in vitro slice preparation (Terman et al., 2001). The
permissive effect of MOR blockade on LTP induction could be
reproduced here by blocking D1LRs, supporting that dopami-
nergic input to the dorsal horn is integral to constitutive repres-
sion of spinal sensitization. Direct activation of MOR by
DAMGO prevented LTP occurrence regardless of D1LR block-
ade, indicating that D1LRs may not act by directly regulating
MOR responsiveness.
Dopaminergic A11-spinal neurons have been suggested to
mediate the so-termed diffuse noxious inhibitory controls via
recruitment of theD2 receptor subtype (Lapirot et al., 2011). Our
data extend those findings by showing that D1LRs are recruited
largely in response to either repetitive conditioning stimulation
at the C-fiber strength or afferent barrage associated with exper-
imental nerve injury.
Sustained D1LR activation impairs MOR function
Conditioning LFS consistently induced LTP of C-fiber-evoked
potentials in nerve-injured rats, demonstrating that endogenous
repression of synaptic plasticity is impaired during sustained
pain. LTP was NMDA receptor-dependent, as shown by the
blocking effect of D-AP5, in keeping with most prior reports
addressing this formof synaptic plasticity (Randic´ et al., 1993; Liu
and Sandku¨hler, 1995; Svendsen et al., 1998; Pedersen and Gjer-
stad, 2008; Zhou et al., 2008; Qu et al., 2009). Studies suggest that
tolerance to endogenous opioids secondary to augmented opioi-
dergic neurotransmission during sustained pain may decrease
sensitivity to opiate analgesics (Xu et al., 2004). SNLmay provide
unique conditions by increasing met-enkephalin turnover as
found here. We show that D1LR upregulation leads to MOR
dysfunction via sustained activation of the receptor. Thus, en-
dogenous repression of LTP (Fig. 6) was fully preserved in nerve-
injured in rats that had been treated postoperatively with SCH
23390 at a sufficient dose to prevent met-enkephalin upregula-
tion. Furthermore, chronic D1LR blockade after SNL preserved
MOR responsiveness to opiate drugs, as supported by two lines of
evidence. First, MOR could be successfully activated in nerve-
injured rats that were chronically treated with SCH 23390, as
demonstrated by the effectiveness of MOR agonist DAMGO to
repress LTP induction. Second, the ability of DAMGO to raise
thermal and mechanical pain thresholds, which was significantly
impaired after SNL, could be preserved or restored to near-
normal levels in SCH 23390-treated rats (Fig. 8).
By pharmacologically stimulating D1LRs in naive rats, we re-
produced MOR dysfunction brought about by sustained endog-
enous D1LR activation. Priming D1LRs for 30 min by spinal
superfusion with SKF 38393 sufficed to disrupt the ability of
MOR to repress LTP (Fig. 9), revealing that the impairment of
this aspect of MOR function is actually a rapidly evolving phe-
nomenon that requires D1LR activation. Moreover, we found
that endogenous repression of LTP was preserved during D1LR
priming whenever sustained activation of MOR was simultane-
ously blocked with CTOP, further supporting that disruption of
MOR function was due to sustained receptor activation. This
time frame of D1LR priming is consistent with the reported rise
of extracellular dopamine in the dorsal horn in response to nox-
ious input (Gao et al., 2001). Furthermore, there are indications
that continuedD1LR activationmay lead toMORdysfunction in
a progressive manner, because sustained D1LR stimulation by a
higher concentration of SKF 38393 (250 !M) may lead to late-
onset disinhibition of evoked potentials in the absence of condi-
tioning stimulation (Yang et al., 2005).
Central sensitization is characterized by increased gain of the
nociceptive system to afferent signals (Woolf and Salter, 2000;
Latremoliere and Woolf, 2009). We provide novel evidence that
MOR-mediated modulation of central excitability to noxious in-
put andMOR-mediated repression of synaptic plasticity both are
regulated by dopaminergic, D1R-mediated neurotransmission.
Whereas D1R-regulated recruitment ofMOR is both an adaptive
mechanism compensating for increased nociceptive input after
peripheral nerve injury and instrumental in preventing central
sensitization, sustained activation of this mechanism impairs
MOR compliance and increases the probability for subsequent
milder, otherwise subthreshold afferent inputs to trigger changes
in sensory gain.
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• NMDA receptor-induced hyperexcitability after SNL depends on the D1-like receptor.
• D1-like receptor stimulation enables the NMDA receptor to induce hyperexcitability.
• D1-like receptors are required for NMDA receptor phosphorylation after nerve injury.
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a b s t r a c t
Activation of the N-methyl-d-aspartate receptor (NMDAR) in dorsal horn neurons is recognized as a
fundamental mechanism of central sensitization and pathologic pain. This study assessed the influence
of dopaminergic, D1-like receptor-mediated input to the spinal dorsal horn on NMDAR function.
Spinal superfusionwith selective NMDAR agonist cis-ACPD significantly increased C-fiber-evoked field
potentials in rats subjected to spinal nerve ligation (SNL), but not in sham-operated rats. Simultaneous
application of D1LR antagonist SCH 23390 dramatically reduced hyperexcitability induced by cis-ACPD.
Furthermore, cis-ACPD-induced hyperexcitability seen in nerve-ligated rats could be mimicked in unin-
jured rats during stimulation of D1LRs by agonist SKF 38393 at subthreshold concentration.
Phosphorylation of NMDAR subunit NR1 at serine 889 at postsynaptic sites was found to be increased
in dorsal horn neurons 90min after SNL, as assessed by increased co-localization with postsynaptic
marker PSD-95. Increased NR1 phosphorylation was attenuated in the presence of SCH 23390 in the
spinal superfusate.
The present results support that D1LRs regulate most basic determinants of NMDAR function in dorsal
horn neurons, suggesting a potential mechanism whereby dopaminergic input to the dorsal horn can
modulate central sensitization and pathologic pain.
© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Synaptic activation of the N-methyl-d-aspartate receptor
(NMDAR) is considered as a critical cellular mechanism underlying
generation andmaintenanceof central sensitization andpathologic
pain after tissue injury or inflammation [1,2]. In the spinal dorsal
horn,NMDARactivity is greatly enhanced in several formsof synap-
tic plasticity induced by intense or sustained noxious input [3–6].
Enhanced NMDAR activity during sustained pain entails increased
excitatory response to receptor activation [7,8], presumably due to
receptor permeation upon sufficient pre- and postsynaptic depo-
larization [11]. In addition, phosphorylation of distinct NMDAR
∗ Corresponding author.
E-mail address: jonjatsu.azkue@ehu.eus (J.J. Azkue).
subunits, indicative of regulatory changes of receptor function at
the molecular level by protein kinases and phosphatases [12,13],
has been linked to glutamate-dependent plasticity associated to
spinal hyperexcitability in persistent pain states [14–16].
Several studies support that NMDAR function in spinal dor-
sal horn neurons may be strongly influenced by descending pain
modulation systems. For example, serotonergic input to the dor-
sal horn increases phosphorylation of the NMDA receptor subunit
1 at postynaptic loci via subtype 5-HT2B receptors [7,8]. In addi-
tion, descending long axons arising from diencephalic A11 region
are closely involved in the control of spinal nociception [17,18],
although direct interactions with the NMDAR have not been
addressed so far. This possibility is indeed theoretically sound,
in light that cAMP/PKA intracellular signaling triggered by D1/D5
dopamine receptor (D1-like receptors, D1LRs) stimulation can lead
to NMDAR subunits phosphorylation and surface trafficking in
http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2016.03.006
0304-3940/© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. Blockade of D1RLs prevents the increase in C-fiber-evoked potentials that is
induced by cis-ACPD in nerve-injured rats.
Mean areas of C-fiber-evoked potentials are shown during spinal superfusion with
increasing, cumulative concentrations of NMDAR agonist cis-ACPD either alone
(open circles for sham-operated rats and solid circles for nerve-ligated rats) or
in combination with subthreshold concentrations of D1LR antagonist SCH 23390
at 10!M (solid triangles). Superfusion with cis-ACPD notably increases evoked
potentials in nerve-injured rats, an effect that is strongly attenuated by SCH 23390
co-administration. Asterisks indicate statistical significance at p<0.01using the post
hoc Bonferroni test following one-way ANOVA, when comparing field potentials
magnitudes during drug administration to baseline control potentials prior to drug
delivery (n =6 each group; error bars indicate SEM). For clarity, only the earliest
statistically significant effects are labeled. Representative recordings shown at the
top illustrate the effect of 10!M cis-ACPD on C-fiber-evoked field potentials in the
absence (b) or presence (c) of 10!M SCH 23390 (scale 50ms, 200mV; horizontal
bar delimits C-fiber latency).
synaptic membranes [19,20], and synergistic interactions between
D1LRs and NMDAR have indeed been previously described in hip-
pocampus and prefrontal cortex [21].
In the present study, we used electrophysiological recordings of
C-fiber-evoked field potentials to determine the possible involve-
ment D1LRs in modulating the enhancement of NMDAR activation
during neuropathic pain induced by peripheral nerve injury. We
used spinal hyperexcitability induced by NMDAR agonist cis-ACPD
as an end-point measure of enhanced NMDAR activation, in com-
bination with D1LR selective drugs. In addition, we employed
confocal immunofluorescence techniques to evaluate the influence
of D1LRs in NMDAR phosphorylation at postsynaptic sites in dorsal
horn neurons.
2. Materials and methods
2.1. Animals and SNL surgery
Animal experiments were performed according to the Euro-
pean Communities Council Directive (86/609/ECC) on adult male
Sprague–Dawley rats (250–350g; OF1, IFFA Credo, L’Arbresle,
France). The protocols for animal care and use were approved by
the appropriate committee at theUniversity of the Basque Country.
The left spinal L5 nerve root was ligated as described previously in
Ref. [22] under 4% chloral hydrate anesthesia (0.4 g/kg, intraperi-
toneally). Sham-operated animals received no nerve ligation, being
otherwise identically prepared and assessed. After surgery, the ani-
mals were allocated on individual cages to recover, with food and
water available ad libitum.
2.2. Electrophysiology
Procedures were carried out under urethane anesthesia
(1.5 g/kg, i.p.). A tracheotomy was performed to maintain an open,
low resistance airway, and cannulae were inserted into the left
common carotid artery and the right internal jugular vein for
arterial blood pressuremonitoring (mean 80–100mmHg) and con-
tinuous infusion of Tyrode’s solution (in mM: 137 NaCl, 2.7 KCl,
1.4CaCl2, 1 MgCl2, 6 NaHCO3, 2.1 NaH2PO4, 6.5 D-(+)-glucose; pH
7.4) at 0.8–1ml/h, respectively. Colorectal temperaturewas contin-
uously monitored and euthermia (37–38 ◦C) was maintained via
a feedback-controlled underbody heating pad for the duration of
the experimental procedure. The left sciatic nerve was exposed,
gently freed from connective tissue and placed onto platinum
hook electrodes for bipolar electrical stimulation. Bilateral dorsal
laminectomies were performed at vertebrae T13-L1, the vertebral
columnwas immobilized to a rigid frame, and the duramater over-
laying lumbosacral spinal segments was carefully removed.
The electrophysiological setupwas essentially as described pre-
viously in Ref. [23]. Tungsten microelectrodes (impedance 5M!)
were inserted 1mm lateral to the spinal mid-line at a depth of
100–300!m from the dorsal surface of the cord, i.e., into lami-
nae I–II, by means of a hydraulic microdrive. The position of the
tip of the recording electrode in the spinal cord was marked with
a small electrolytic lesion by delivery of an anodal current through
the recording electrode (50!A for 10 s), and histologically verified.
Single monophasic, square-wave electrical pulses were delivered
as test stimuli to the sciatic nerve trunk at a mid-thigh level on
a per-minute basis by means of a computer-controlled stimulus
isolator, and the elicited spinal fieldpotentialswere amplified (ana-
log band-pass set at 1–550Hz), displayed on an oscilloscope, and
digitized to a PC-based computer at a 10kHz sampling rate via an
A/D converter card (MIO16, National Instruments, Austin, TX, USA).
Electrical stimulation of the sciatic nerve trunk did not permit us
to discern the relative contribution of cutaneous, muscle and joint
fibres to the recorded signals. Carewas taken to avoid stimulus rep-
etition. Field potentials were evoked in superficial laminae of the
spinal dorsal horn by suprathreshold, electrical C-fiber stimulation
(3–3.5mA pulses of 0.5ms duration) and quantified as described
previously in Ref. [24].
Evokedpotentialswere recordedduring spinal superfusionwith
appropriate drugs, alone or in combination. Each drug concentra-
tion change lasted for 20min, and only the last 10 evoked field
potentials were extracted for analysis from the baseline control
period and from each treatment period. The areas of field poten-
tials evoked during each treatment period were compared to those
recorded during baseline, aCSF superfusion period, by using uni-
variant analysis of variance and post hoc, Bonferroni or Tamhane
multiple comparison tests.
2.3. Drug preparation and delivery
Drugs used for in vivo electrophysiological recordings included
NMDA agonist (±)-1-aminocyclopentane-cis-1,3-dicarboxylic
acid (cis-ACPD), D1LR agonist (±)-1-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-
(1H)-3-benzazepine-7,8-diol hydrobromide (SKF38393), and
D1LR antagonist (R)-(+)-7-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-
2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-benzazepine hydrochloride (SCH 23390),
all three from Tocris (Bristol, UK). Stock solutions were obtained
by diluting drug powder as per vendor, and working solutions
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Fig. 2. Simultaneous activation of D1R and NMDAR increases potentials in sham-operated rats.
Mean areas of C-fiber-evoked field potentials are shown during spinal superfusion with increasing, cumulative concentrations the cis-ACPD alone (open circles) or in
combination with D1LR agonist SKF 38393 at 50!M (solid circles). Supersufion with cis-ACPD alone induces no change, however SKF 38393 co-administration increases
C-fiber-evoked potentials in a concentration-dependent manner. Asterisks indicate statistical significance (p<0.01 at Bonferroni’s test) of comparisons of mean evoked
potential areas to baseline (aCSF) controls. Representative recordings illustrate the effects of drug administration on evoked field potentials. Error bars indicate SEM.
were prepared in artificial cerebrospinal fluid (aCSF; in mM: 130
NaCl, 3.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 24 NaHCO3, 1.2CaCl2, 1.2 MgSO4, 10
D-(+)-glucose; pH 7.4) immediately before delivery. Drugs were
applied in small volumes (10–15!l) by controlled superfusion via
a silicone, 40–50mm2 pool attached to the dorsal surface of the
spinal cord [25].
2.4. Immunofluorescence
Deeply anesthetized rats (sodium pentobarbital 50mg/kg, i.p.)
were perfused transcardially with 250ml 0.9% saline followed by
900ml 4% paraformaldehyde in phosphate buffer (PB, 0.1M, pH
7.4). L4–L5 spinal segments were removed, post-fixed with 4%
paraformaldehyde in PB for 4h, and then cryoprotected for 48h
with 30% sucrose in phosphate buffer saline (PBS) at 4◦ C. Coro-
nal, 40!m-thick cryotome sections were serially collected in PBS
and preincubated with 1% bovine serum albumin (Sigma, St. Louis,
MO, USA) and 1% normal serum (1h, RT). Sections were incubated
overnight at 4◦ C with primary antibodies. These included a rab-
bit polyclonal to pNMDARser889 (1:500, from Millipore. MA, USA),
and mouse monoclonal to PSD-95 (1:400, Thermo Scientific, IL,
USA). After preincubations with normal serum of species other
than those in which the secondary antibodies were raised, sections
were sequentially incubatedwithCy5650-conjugateddonkeyanti-
rabbit, and Dylight 549-conjugated donkey anti-mouse fluorescent
antibodies (1:200, Jackson ImmunoResearch,West Grove, PA, USA)
and mounted in Mowiol (Vector Labs, Burlingame, CA, USA).
Double-labeled sectionswereviewed inaFluoviewFV500Olympus
confocal microscope, and digital photomicrographs were acquired
sequentially to avoid overlapping of fluorescent emission spec-
tra. ImageJ software (Intensity Correlation plug-in [26]) was used
to adjust brightness and contrast, to obtain image co-localization
overlays, aswell as to carryout intensity correlation-basedanalyses
of confocal photomicrographs of labeled tissue. Pearson’s correla-
tion coefficients were used to assess colocalization, and Fisher’s
exact test was used to compare Pearson’s coefficients.
3. Results
3.1. D1LR blockade attenuates NMDAR-mediated
hyperexcitability after SNL
Spinal superfusion with the selective NMDAR agonist cis-
ACPD (at up to 1mM) failed to alter C-fiber-evoked potentials in
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Fig. 3. Blockade of D1LRs in the dorsal horn prevents the increase in postsynaptic phosphorylation of NR1at serine 889 that is triggered by SNL.
Confocal-immunofluorescence labelings for NR1 and postsynaptic density marker PSD-95 are shown on a transverse section of L5. All pictures were taken from superficial
layers of the dorsal horn. Scale bar equals 5!m. Co-expression of pNR1 and PSD-95, as shown bywhite overlay and confirmed by correlation coefficient analyses, is increased
on the injury side after SNL, indicating increased presence of pNR1 in postsynaptic densities. Spinal superfusion with D1LR antagonist SCH 23390 starting prior to SNL
attenuates pNR1 up-regulation induced by SNL. Asterisks in correlation coefficient graphs indicate statistical significance (p<0.01) at Fisher’s exact test for comparison of
Pearson’s correlation coefficients. Error bars indicate SEM.
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sham-operated rats. In contrast, the drug consistently increased
evoked potentials in nerve-ligated rats. Thus, agonist adminis-
tration at 100nM concentration significantly increased evoked
potential magnitudes by 37.30±0.58% (14.87±0.32!Vms vs
10.83±0.38!Vms during recording prior to drug application;
p <0.01, n =6), and 91.14±3.19% increase was induced by drug
application at 100!M concentration (20.70±0.41!Vms; Fig. 1).
To assess the involvement of D1LRs in cis-ACPD-induced
hyperexcitability, we co-administered SCH 23390, a D1LR
antagonist, starting 30min before superfusion with cis-ACPD.
Co-administration of 10!M SCH 23390 dramatically reduced
cis-ACPD-induced hyperexcitability, raising the least effective con-
centration of cis-ACPD to significantly increase evoked potentials
to 10!M (19.22±0.40%; Fig. 1). SCH 23390 (10!M) alone had no
effect on evoked potentials (data not shown).
3.2. D1LR activation exacerbates NMDAR-induced
hyperexcitability
We administered D1LR agonist SKF 38393at subthreshold con-
centration (50!M, as determined in preliminary experiments) in
combination with increasing, cumulative concentrations of cis-
ACPD in sham-operated rats. In the presence of SKF 38393, 1!M
cis-ACPDsignificantly increasedevokedpotentials by22.34±0.79%
(12.65±0.45!Vms vs 10.34±0.36!Vms during superfusionwith
SKF 38393 alone; p<0.01, n =6), and by up to 63.54±1.09% at
100!M concentration (16.91±0.29!Vms vs 10.34±0.34!Vms
during superfusion with SKF 38393 alone; Fig. 2).
3.3. D1LR blockade prevents synaptic up-regulation of
phosphorylated NR1 subunit at serine 889 after SNL
It has been previously shown that the NR1 subunit of the
NMDAR undergoes rapid phosphorylation at Ser 889 in postsynap-
tic densities of spinal dorsal horn neurons in rats subjected to SNL
[7,8]. Here, we evaluated the involvement of D1LRs in NR1 phos-
phorylation by comparatively assessing co-immunolocalization of
pNR1ser889 with postsynapticmarker PSD-95 90min after SNL both
in thepresence and absence ofD1LRblockadeby spinal superfusion
with SCH 23390. Increase in co-localization of pNR1 and PSD-95
that followed SNL was notably attenuated in SCH 23390-treated
rats relative to vehicle-treated ones. Pixel-wise correlation anal-
yses from confocal double-labeled photomicrographs confirmed
significantly lower Rr values in SCH 23390-treated rats relative to
nerve-ligated ratswithout treatment (Rr 0.31 vs. 0.80, respectively,
z =−67.71, p <0.01 at the Fisher’s exact test; Fig. 3).
4. Discussion
A large body of evidence supports a critical role for the NMDAR
in enhancing spinal nociceptive neurotransmission after tissue
injury or inflammation. Prolonged or intense peripheral afferent
input appears to be a prerequisite for enhancing NMDAR activa-
tion in dorsal horn neurons, most likely through removal ofMg(2+)
blockade reduction [27]. Peripheral nerve injury as used in the
present study has been reported to produce sustained facilitation
of NMDAR-mediated membrane currents in dorsal horn neurons
for several days after lesion [28].
The effect of NMDAR-related drugs in the dorsal horn is sub-
stantially different depending on whether or not spinal neurons
are sensitized. Thus, pharmacological inhibition of the NMDAR
can reduce both receptive field sizes and pain hypersensitiv-
ity signs in animals with peripheral inflammation, but not in
the basal condition [29,30]. Accordingly, we show that NMDAR
stimulation by using an agonist drug dramatically increases the
amplitudes of electrically evoked, C-fiber-mediated field poten-
tials in a concentration-dependent manner in rats that had been
previously subjected to SNL but not in uninjured ones. There-
fore, cis-ACPD-induced hyperexcitability was used here as an
end-point measure of enhanced NMDAR activation after SNL. A
major finding of the present study is that D1LRs critically modu-
late NMDAR activation in the spinal dorsal horn. In nerve-injured
rats, co-administration of D1LR antagonist SCH 23390 dramati-
cally prevented cis-ACPD-induced augmentation of C-fiber-evoked
potentials, supporting that endogenous activation of D1LRs by
spinally released dopamine after SNL is a necessary condition for
NMDAR-mediated hyperexcitability. Prior evidence indeed exists
that the release of dopamine in the spinal dorsal horn is increased in
pathologic pain [31]. Facilitation ofNMDAR-mediated responses by
D1LRs has been shown to be instrumental in both potentiating stri-
atal NMDAR-expressing synapses [20,32] and promoting surface
expression of NR1 and NR2B subunits on prefrontal cortex pyrami-
dal neurons [33]. Protein kinase activation, as already described
elsewhere in the central nervous system, is a candidate intra-
cellular mechanism responsible for D1LR-induced enhancement
of NMDAR function [34,35]. Moreover, we show that brief spinal
superfusion with cis-ACPD in uninjured rats greatly increases C-
fiber-evokedpotentials during co-stimulation ofD1LRs, supporting
that D1LR recruitment is sufficient to gate the NMDAR and ren-
der it responsive to ligand binding. These observations suggest that
activity at the descending dopaminergic projecting systems, which
is rapidly increased following SNL [31,36], as well as increased
glutamate release from primary afferent neurons [37], may both
act concurrently to promote central sensitization and increased
excitability to noxious input. Studies have shown that descend-
ing dopaminergic pathways originating from the hypothalamic
A11 region [38,39] modulate spinal neurotransmission. However,
spinal D2-like receptors mediate antinociception evoked by elec-
trical stimulation of diencephalospinal neurons in basal conditions
[40,41], whereas D1LRs appear to exert rather complex modula-
tory actions [42]. D1LR-mediatedmodulationmay be influenced by
synaptic availability of dopamine, asD1LRsmay inhibit ventral root
potentials in the presence of low dopamine levels [43] while pro-
moting facilitation in the dorsal horn during spinal hyperexcitation
or in the presence of increased spinal dopamine levels [44,45].
Phosphorylation is key to up-regulation of NMDAR function.
Phosphorylation of NR1 subunit in dorsal horn neurons is greatly
increased during exposure to a persistent noxious stimulus, as
shown previously by us [7,8] and by others [46,47], and there are
previous indications that intracellular signaling pathways associ-
ated with D1LR are involved in NR1 phosphorylation in the spinal
dorsal horn followingperipheral insult [48]. Central plastic changes
triggered by SNL also affect other descending monoaminergic sys-
tems, including noradrenergic and serotonergic pain modulation
systems, profoundly altering endogenous antinociception as well
as response to analgesic drugs [7–9]. At least some these sys-
tems may influence dorsal horn excitability via direct cross-talk
with glutamate receptors at the dorsal horn level [10] and reg-
ulation of PKC-signaling and NMDAR phosphorylation [7,8,10],
although it remains to be establishedwhether such adaptivemech-
anisms operate in a concerted manner. Here, we found that the
increase in phosphorylation of postsynaptic NR1 at serine 889 that
occurs following SNL is prevented by spinal superfusion with a
D1LR antagonist starting prior to SNL. This finding suggests that
endogenous activation of D1LRs after SNL is essential to NR1 phos-
phorylation. Further, this observation is suggestive that NMDAR
receptor up-regulation that ensues after nerve ligation as shown
abovemay be due to changes in intrinsic properties of the channel.
In summary, the results of the present work reveal that D1LRs
modulate most basic determinants of NMDAR function in dorsal
horn neurons, including receptor phosphorylation and shifting to
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an enhanced activation state, providing a potential mechanism
whereby descending dopaminergic input to the spinal cord may
contribute to central sensitization after nerve injury.
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